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SUMMARY
In this review, we describe some of the numerous advantages that computational
biology can give to studies about the evolution of molecular structures and the deciphering
of the structural code. The results obtained are useful for modelling and designing pro-
teins. Regarding molecular evolution, the technology used is mainly related to the handling
of protein and DNA sequences [multialignment techniques, phylogenetic trees and boots-
trap, local sequence similarity (DutPlot), etc.]. The use of these technologies sheds light on
such concepts as parsimonious divergence at different rates, the evolution of clusters of pa-
ralog genes and, finally, the preservation of domains in relation to general functional as-
pects in proteins. We are still for from understanding the code that relates a protein sequen-
cc to its structure. In this review we discuss the information that is provided by penta-,
octa- and nonapeptides and explain the relation between new specialized rotamer libraries
and the tridimensional structure. Finally, we give an example of the application of these li-
braries to clarify fundamental aspects of the enzymatic mechanism in a glycolytic enzyme,
the [3-amylase.
RESUM
En aquest article es revisen les immenses possibilitats que ofereix l'aplicacio de la biotec-
nologia computacional als estudis d'evolucio molecular estructural i al desxiframent del
codi estructural amb vista a aplicar-lo al disseny i al modelatge de proteYnes. La tecnologia
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que s'empra, d'una Banda, esta relacionada preferentment amb sequencies de DNA i tambe
de protemes (tecniques de multialineament, tracat d'arbres evolutius i analisi de robustesa
[bootstrap], tecniques de focalitzacio comparativa de semblances [DotPlot], etc.). Aquesta
tecnologia permet aclarir conceptes sobre divergencia parsimoniosa a diferents velocitats,
sobre l'evolucio d'agrupaments de gens paralegs i sobre la preservacio de dominis estruc-
turals en relacio amb aspectes funcionals de les proteffies en general. D'altra Banda, la
comprensio del codi que relaciona la sequencia i l'estructura d'una proteina esta molt lluny
encara de ser entes. En aquest text es revisa la informacio multiresidual continguda en pen-
tapeptids, octapeptids i nonapeptids, es fa una revisi6 de I'estructura tridimensional en re-
lacio amb biblioteques de rotamers especialitzades i es proposa un exemple d'aplicaci6 que
permet aclarir aspectes fonarnentals de l'acci6 enzimatica de l'enzim glicolitic (3-ami-lasa.
INTRODUCCIO
Al llarg de la decada de 1990 s'ha fet evi-
dent que les dades sobre sequencies de pro-
teYnes augmenten de manera quasi exponen-
cial. La causa fonarnental es troba en les
diverses iniciatives existents en grups de
cientifics d'arreu del mon encarninades a
elucidar la informacio continguda en geno-
mes complets. L' analisi de les dades obtin-
gudes sobre genornes permet aprofundir en
la comprensio de problemes biologics la so-
luci6 dels quals fins fa poc semblava gairebe
impossible. Aixi doncs, s'han desenvolupat
algoritmes, procediments estadistics i tecni-
ques de computaci6 que han permes obtenir
informacio Otil sobre sequencies dipositades
en les bases de dades i sobre segments canb-
nics de sequencia (se(juence patterns) que apa-
rentment intervenen en funcions biologi-
ques. En consequencia, amb aquest progres,
la biologia molecular teorica s'ha enriquit
amb un flux de coneixements derivats d'una
tecnologia emergent coneguda amb el nom
de biotecnologia computacional.
Una gran part d'aquesta informacio con-
sisteix en sequencies de DNA, en sequencies
de proteInes derivades a partir de pautes de
lectura obertes (open reading frames) del DNA
sequenciat, i en estructures macromoleculars.
Els conjunts de sequencies del DNA obtingu-
des a gran escala augmenten de forma conti-
nua i exponencial. El consorci establert per ties
institucions (NCBI dels Estats Units d'Ameri-
ca, DDBJ del Japo i EBI d'Europa) to enregis-
trades als banes, segons 1'extret 52 de I'EBI
d'octubre de 1997,1,181 megabases (Mb) i 1,8
milions d'entrades, que representen el doble
de la informaci6 disponible ara fa un any
(http://www.ebi.ac.uk/ebi_docs/embl_db
/embl_db.html). Aproximadament, i segons
1'extret EBI de setembre de 1996, el 40%, de
sequencies eren d'Holno sapiens, el 7,5% de
Caenorhabditis elegans, el 6,5 de Mus muscu-
his, el 5,3% de Saccharonlyces cerez'isiae i el
2,4% d'Arahidopsis thaliana. El Martinsried In-
formation Centre for Protein Sequences
(MIPS) va informar recentment (Frishman i
Mewes, 1997) sobre cinc genornes complets
(que comporten pautes de lectura obertes
completes per als microorganismes
ronn/ces cerevisiae, Haemophilus iufluen^ne,
Methanococcus jannaschii, Mycoplasma pneu-
moniae i Mycoplasma genitalium, les quals co-
difiquen, respectivament, 6.305,1.735,1.680,
677 i 468 regions cod ificadores de protemes).
Horn espera que es produeixin nous desen-
volupaments logistics per processar i orga-
nitzar millor aquesta quantitat creixent de
dades.
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L'adquisici6 i la interpretaci6 d'aquestes
dades permet, i permetra encara molt mes,
descobrir aspectes fonamentals de l'organit-
zaci6 genomica, dels mecanismes de proces-
sament del DNS i del RNA, de les estructures
tridimensionals (3-D) i funcions biologiques
de les proteines i dels acids nucleics, i dels
processos evolutius. per exemple, un seg-
ment canonic de sequencia no usual en un
acid nucleic o en una proteina, o be un seg-
nment de sequencia prou llarg comb a dues o
mes sequencies de proteines, s'hauria de
poder correlacionar amb una estructura
biol6gica o amb una funci6 comunes. A
mes, cal assenyalar que els models estadis-
tics en combinaci6 amb Jades biologiques
s'utilitzen per aclarir aspectes molt impor-
tants sobre mecanismes moleculars i tambO
sobre evoluci6 molecular. Si be el nombre
de sequencies de proteines sembla gairebe
inabastable, s'esta veient que els conjunts de
families de proteines i els dominis estructu-
rals i funcionals son clarament finits, ja que
s'acoblen els uns als altres de diverses ma-
neres per tal de constituir una maquinaria
proteica cellular limitada.
Aquesta revisi6 tracta d'aspectes de l'evo-
lucib molecular pel que fa a la determinaci6
objectiva d'empremtes de sequencia (sequen-
ce/rngerprints) i a ]a preservaci6 -dificil d'en-
tendre- de Ies estructures secundaries al Ilarg
de 1'evolucio. Tambe s'estudiaran conceptes
com ortologia i paralogia dels processos evo-
lutius i I'existOncia de plegaments canonics
en les proteinesenevoluci6. Des d'un punt de
vista estructural, s explicaran els conceptes
de codi binari en les proteines pel que fa a les
estructures secundaries repetitives i la seva
possible aplicaci6 percomprendreel posicio-
nament relatiu dels residus d'aminoacid. Es
donara una visit) completa i aprofundida del
significat i el valor de les biblioteques de rota-
mers diferenciades o no per estructura se-
cundaria. Finalment, es mostrara una aplica-
ci6 dels treballs realitzats al Departament de
Bioquimica i Biotecnologia de la Universitat
Rovira i Virgili sobre canvis estructurals en
els centres actius. L'objectiu es entendre el
mecanisme d'acci6 enzimatica de 1'enzim
13-amilasa, mitjancant suports logistics que
incorporen elements del codi estructural.
ESTUDIS SOBRE EVOLUCIO
MOLECULAR ESTRUCTURAL
L'evoluci6 divergent parsimoniosa de Ies
proteines preserva elements d'estructura
primaria compilables com «empremtes de
sequencia»
L'ez'olucio de proteines amb plegament do barril
([3/a)r corn a exemple d'evolucio molecular
a) Caracteristiques estructurals dels barrils
(PAX),
La primera proteina que es va descobrir
amb una estructura de barril ((3/(x), va ser
la triosafosfatisomerasa (D-gliceraldehid
3-fosfatcetolisomerasa: EC 5.3.1.1) (Banner
et al., 1975). L'analisi del mapa de densitat
electronica ohtingut a una resoluci6 de 2,5 A
va demostrar que per a cada unitat asimetri-
ca hi ha una molecula dimerica. Aquest di-
mer es constituit per dues cadenes polipepti-
diques, quimicament identiques i amb 247
residus cadascuna. Els autors van descriure
la molecula com aproximada(nent esfOrica,
sorprenentment regular i amb un diametre
al voltant dels 35 A. Cadascuna de les subu-
nitats de la cadena polipeptidica to un plega-
ment intern en forma de barril on les dogues
estan representades per vuit tires d'una Ia-
mina j3 paral•lela. Aquestes tires estan incli-
nades respecte a l'eix del barril i tenen la part
externa recoberta per les helices (x. Les tires G3
adjacents en 1'estructura es troben tambe se-
guides en la sequencia, on a mes hi ha seg-
ments helicoidals intercalats que constituei-
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xen Ia part exterior decada subunitat. Enuna
primera aproximacio, doncs, aquest plega-
ment va ser descrit per aquests autors com
tot i que els segments de les estructu-
res regulars no son identics i els externs in-
clouen, en alguns casos, mes d'una helice. El
fet que aquest enzim sigui conegut tambe
per les sigles TIM (Triose phosphate isoinerase)
ha provocat que aquest plegament tambe si-
gui anoinenat barril TIM.
h) Caracterfstiques generals del plegament
El descobriment posterior d'altres en-
zims amb el mateix tipus de plegament va
permetre definir els barrils TIM «canonics».
El plegament es caracteritza per la presencia
de vuit tires 13 paral-leles a l'interior del do-
mini unides mitjancant una serie de ponts
d'hidrogen que interconnecten les tires vei-
nes. Per exemple, la tira [31 esta unida mit-
jancant ponts d'hidrogen a les (32 i (38; la (32 a
les (31 i (33, i aixf successivament. La lamina (3
resultant to una estructura de caracter hi-
perboloide producte de ]a proximitat en
l'espai de les tires [31 i [38. E1 fragment de
sequencia clue separa dues tires (3 consecuti-
ves conte per regla general una helice u.
Aquestes helices son majoritariament am-
fipatiques i es disposen espacialment al vol-
tant de la lamina (38 central recobrint-la. Les
cares hidrofobica i hidrofflica de les helices
interaccionen amb ]a cara externa de la la-
mina (3 i amb el medi aquos, respectiva-
ment.
Moltes proteines amb aquest plegament
s'aparten de I'estructura canonica
Aquestes desviacions de la idealitat son
produides per la presencia d'alguna tira (3
antiparal•lela respecte a la resta (Lebioda
etal.,1989), per la falta d'alguna de les tires (3
que constitueixen el barril central (Rouvi-
nen et al., 1990), per la irregularitat en el
nombre d'helices a intercalades entre tires (3
consecutives o be per la presencia d'altres
dominis intercalats. En I'actualitat s'han di-
positat al Brookhaven Protein Data Bank
(BPDB) (Bernstein et al., 1977) les estructu-
res corresponents a 332 activitats enzimati-
ques diferents, de les quals s'han trobat 36
(un 10,8% del total) en estructures amb ple-
gament de barril TIM. Aquestes Jades son
coherents amb les aportades per Farber
(1993) i Reardon i Farber (1995), que consi-
deren que, aproximadarnent, el 10% de tots
els enzims cristal•litzats tenen un domini
amb estructura de barril (j3/u)>. D'aquestes
dades es pot concloure que la topologia de
barril TIM es, de bon tros, ]a mes comuna en
els enzims i en les prote*fnes globulars (Far-
ber, 1993).
c) Predominancia de barrils TIM en enzims
hidrolftics
D'acord amb la classificacio de la NC-
IUBMB (NC-IUBMB, 1992; http://www.
expasy.ch/sprot/enzyme.html), segons 1'es-
pecificitat de substrat i del mecanisme mo-
lecular, es troben barrils TIM distribuits en
gairebe totes les classes d'enzims (8 oxido-
reductases, 2 transferases, 14 hidrolases, 6
liases i 6 isomerases).
Es important remarcar que, de les cator-
ze estructures amb activitat hidrolasa, dotze
son glicosidases amb activitat sobre subs-
trats O-glicosidics (i per tant son O-glicosil-
hidrolases o mes comunament glicosilhi-
drolases). Aquests enzims es caracteritzen
perque hidrolitzen l'enlla4 glicosidic, be en-
tre dos o mes carbohidrats, be entre un car-
bohidrat i una altra molecula. El mecanisme
d'hidrolisi es basa en una catalisi acida que
requereix essencialment dos residus, un que
actua corn a donador de protons i un altre
que fa de nucleofil o base (Davies i Henris-
sat, 1995). La configuracio del carboni
anomeric del producte resultant de la hidro-
lisi pot ser, o no, igual que la configuraci6
del substrat emprat.
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Les dotze activitats enzimatiques EC
3.2.1.x corresponen a: a-amilasa (3.2.1.1); (3-
amilasa (3.2.1.2); cel-lulasa (3.2.1.4); endo-
1,4-(3-xilanasa (3.2.1.8); quitinasa (3.2.1.14);






l'inici de la decada de 1990, es va proposar
una classificacio de les glicosilhidrolases
(Henrissat, 1991; Henrissat i Bairoch, 1993;
Henrissat i Bairoch, 1996). El fonament d'a-
questa classificacio rau en el fet que, en
alguns casos, es pot establir una certa rela-
ci6 entre les similituds en la sequencia i el
plegament corresponent. Segons la classifi-
cacio d'Henrissat, les sequencies amb homo-
logia de sequencia i amb homologia estructu-
ral haurien de quedar agrupades dins d'una
mateixa familia. Fent us d'aquest criteri, al
voltant dunes mil sequencies de glicosilhi-
drolases quedarien agrupades en seixanta-
tres families (http://www.expasy. ch/cgi-
bin/lists?glycosid.txt).
d) Evoiuci6 globalitzada <<versus,, evolucio
individual dell barrils TIM: divergencia o
convergencia evolutives
La possible relacio evolutiva entre els di-
ferents dominis estructurals tipus TIM ha
estat motiu d'estudi des de la primera mei-
tat de la decada de 1980. Muirhead (1983) ja
va indicar que la presencia d'aquest plega-
ment en diversos enzims, aparentment no
relacionats pel que fa a l'estructura prima-
ria, podia ser fruit d'un proccs evolutiu be
convergent (sequencies no relacionades que
convergeixen en un plegament tridimensio-
nal coma) o be divergent (evolucio de les
sequencies a partir d'un avantpassat coma).
Posteriorment, a partir de l'observacio de la
posici6 dels introns en el gen que codifica la
piruvatquinasa, Lonberg i Gilbert (1985)
van proposar que els barrils TIM podrien
haver-se format mitjancant combinacio d'e-
xons. Segons les observacions que van rea-
litzar en aquest gen, els seus introns no es
disposen a l'atzar sino que divideixen la
sequencia codificant en peces que contenen
elements discrets de I'estructura secunda-
ria. Mes concretament, cadascun dels sis
exons contribueix a l'estructura del barril
amb una o dues repeticions de la unitat heli-
ce a - tira (3. Sobre aquesta base, Lonberg i
Gilbert (1985) van suggerir que els introns
no estan superposats interrompent una
sequencia codificant que existia amb ante-
rioritat, sino que son producte de 1'evoluci6
del primer gen de la piruvatquinasa.
Lesk et al. (1989) van analitzar I'empa-
quetament dels residus en el nucli del barril
dels enzims triosafosfatisomerasa, rubisco i
glicolatoxidasa. Els resultats van demostrar
que la manera com s'organitzen els residus
interns de la lamina (3 en la glicolatoxidasa
es diferent de la manera en que es troba en
els altres dos enzims. Aquests resultats feien
suggerir als autors (Lesk et al., 1989) que no
totes les proteines amb aquest tipus de ple-
gament han d'estar necessariament relacio-
nades evolutivament, sino que constituei-
xen on bon exemple de soluci6 comuna als
problemes relacionats amb la creacio d'un
barril tancat.
Lesk et al. (1989) havien interpretat que
les diferencies en 1'empaquetament dels
residus interns del domini ((3/a)< era I'ar-
gument principal a favor d'una evolucio
convergent cap a aquest tipus de bastida es-
table. Raine et al. (1994), pero, van demos-
trar, mitjancant la utilitzacio d'alineacions
estructurals dell barrils de les flavooxida-
ses/ deshidrogenases, que determinades al-
teracions genetiques molt simples podrien
ser responsables d'aquests dos tipus d'em-
paquetaments diferenciats (triosafosfatiso-
merasa i rubisco, d'una Banda, i glicolatoxi-
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dasa, de l'altra). En consequencia, van con-
cloure que els dos tipus de nuclis que es tro-
ben en els dominis amb estructura de barril
TIM poden provenir perfectament d'un
avantpassat come. Segons els mateixos au-
tors (Raine et al., 1994), seria innecessaria
una explicacio basada en una evolucio con-
vergent a l'hora de descriure aquest feno-
men. Aquesta opinio ha estat recentment
contestada per Janecek i Bateman (1996), els
quals consideren que aquest factor, per si
sol, no aclareix la questio de I'evolucio dels
barrils
c) L'evolucio de la superfamilia de les
glicosilhidrolases
Les glicosilhidrolases amb estructura de
barril TIM, i especialment aquelles que in-
tervenen en la degradacio del mido, tam-
be han estat estudiades extensament des
del punt de vista evolutiu. Ates que les
grans diferencies en l'estructura primaria
d'aquests enzims fan inviable un estudi
evolutiu que empri la totalitat de la segiien-
cia, molts treballs s'han centrat en la identi-
ficacio dels residus que intervenen en la
catalisi.
En la classificacio de glicosilhidrolases
d'Henrissat (1991), els dotze enzims amb es-
tructura barril TIM queden classificats dins
de les families seguents: familia 1, (3-glicosi-
dasa; familia 6, cel•lulases de la familia B
(cel•lulasa propiament); familia 10, cel.lula-
ses de la familia F (endo-1,4-(3-xilanasa i
cel•lulosa 1,4-(3-cel•lobiosidasa); familia 13,
a-amilasa i gluca-1,4-a-maltotetrahidrola-
sa; familia 14, (3-amilasa; familia 17, gluca
endo-1,3-(3-D-glicosidasa i liqueninasa; fa-
milia 18, quitinases de la classe II (quitinasa
propiament i lisozima); familia 18, manosil-
glicoprotema endo-(3-N-acetilglucosamida-
sa. Henrissat et al. (1995) van analitzar la
presencia de motius comuns en les regions
que envolten els residus catalitics coneguts
d'algunes O-glicosilhidrolases. El mateix
estudi va demostrar que aquests motius
tambe es troben en altres 150 sequencies de
glicosilhidrolases. Aquest grup de sequen-
cies, molt heterogeni, esta distribuit en vuit
families diferents (Henrissat, 1991; Henris-
sat i Bairoch, 1993) i actuen sobre una gran
varietat de substrats. Dues families mante-
nen una estructura en forma de barril TIM i
s'ha suggerit que les altres sis families
tambe poden compartir aquest plegament
en el seu domini catalitic. Aixi doncs, les gli-
cosilhidrolases il-lustren la manera en que
els esdeveniments evolutius han menat a
obtenir una diversificacio d'especificitat de
substrat amplia, amb una disposicio dels re-
sidus catalitics identica a partir possible-
ment de la mateixa ascendencia (ancester)
amb caracteristiques estructurals tipus TIM.
En els darrers ant's, el professor eslovac
Stefan Janecek ha encaminat els seus es-
forcos a buscar caracteristiques comunes de
proteines amb plegament de barril TIM, i de
manera especial de glicosilhidrolases. Entre
les seves aportacions mes destacades, cal re-
marcar la deteccio de glicines i prolines si-
tuades en els llacos que hi ha al voltant de
les tires (32 i [34 (Janecek, 1995; Janecek, 1996)
en disset estructures diferents. En el cas de
]a a-amilasa, aquests residus se situen al
voltant de la tira (32 mentre que en el cas de
la glicolatoxidasa ,on al voltant de la 04. La
subunitat a de l'enzim triptofansintasa to
les seves tires R2 i (34 similars a la (32 de la a-
amilasa i a la (34 de la glicolatoxidasa.
Aquest tipus d'homologies han estat bateja-
des per Janecek com «homologies amaga-
des>> (Janecek, 1996) i la seva presencia sug-
gereix una llarga historia evolutiva de tots
els barrils El mateix autor tambe ha
descrit la presencia d'un reside d'acid
glutamic prop de 1'extrem C-terminal de la
tira (35 (Janecek i Balaz, 1995). Aquest residu
va ser trobat en dotze barrils TIM diferents
que corresponen a tres families estructurals
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diferents i to un paper molt important en la
funcionalitat d'aquests enzims.
L'ez'olucio dc I'eii:ini /3-aniilasa corn a exeinple
d'ez'oluci6 de proteines ainb plegainent en forma
de barril ((3/a)8
a) Plantejament d'objectius
Els anus 1993-1994 es van resoldre (a
1,9-2,2 A de resolucio) les estructures de
l'enzim (3-amilasa de Glt/cine max (soja) lliu-
re i tambe complexat amb substrat o amb
inhibidor. La molecula to un cor d'estructu-
ra supersecundaria del tipus (j3/(x), mes una
petita regio globular. Entre les dues regions
hi ha una escletxa que s'obre en forma de
butxaca i conte el centre catalitic. Coneguda
I'estructura 3-D en un cas, es va considerar
important dur a terme un estudi computa-
cional que permetes d'aprofundir en les
relacions evolutives entre j3-amilases de
plantes i de microorganismes (en aquell
moment es disposava de dinou sequencies,
procedents de fonts diverses i tambe isofor-
mes d'alguna especie en particular). Es va
desenvolupar una estrategia de multiali-
neament que considera les sequencies del
DNA i de les proteines en parallel. Aquesta
aproximacio es va rnmbinar amb un estudi
topologic dels residus situats en el mateix
pla at llarg del barril (Ii/(z), sempre supo-
sant que els tors estructurals de totes les va-
riants proteiques son plegaments ((3/a), pu-
tatius. El treball a que fa esment aquesta
revisio ha estat publicat per Pujadas et 171.
(1996).
b) Vuit motius fortament conservats en el
conjunt de sequencies conegudes de (3-
amilases
L'analisi filogenetica de proteines i de
DNA va permetre distingir una serie de mo-
tius conservats comuns als dos subgrups de
3-amilases, el de les plantes i el dels micro-
organismes. Com que els vint residus es po-
den agrupar segons caracteristiques quimi-
ques i/o estructurals, es pollen utilitzar uns
alfabets reduits d'aminoacids (Karlin et al.,
1991). Sobre aquesta base es va establir el
concepte de ,segments estructuralment si-
milars, que descriuen un conjunt de motius
conservats per a grups de proteines. Un mo-
tiu es defineix com una sequencia de con-
sens gairebe invariable que es representati-
ve de tot el grup de segments alineats en on
hoc determinat del multialineament de
sequencies proteiques. Aquest motiu, escrit
en sintaxi PROSITE (Bairoch et al., 1997),
esta format per sis o mes residus consecu-
tius que compleixen unes regles que es deta-
llen en un treball nostre (Pujadas et al.,
1996). El conjunt de motius per a una protei-
na donada (en el nostre cas, la j3-amilasa)
forma una empremta de sequencia (finger-
print).
Nomes es van trobar vuit subsequencies
amb una similitud multiple local elevada,
les quals, aproximadament, constitueixen el
18°%< de tot el segment multialineat. La tau-
la i mostra els vuit motius per a tot el conjunt
de proteines i per als dos grups evolutius se-
parats (plantes i microorganismes). Els re-
sultats de la taula revelen la presencia de
dos subgrups filogenetics diferenciats de
(3-amilases, cadascun dels quals restringeix
la propia empremta de motius i la fa mes es-
tricta. No obstant aixO, ('empremta de mo-
tius global es prou definitoria de tot el con-
junt de (3-amilases. Sobre la base d'aquests
resultats, Pujadas et al. (1996) han suggerit
que s'estableixi una definicio de signatures
PROSITE (Bairoch et al., 1997) i d'emprem-
tes PRINT (Attwood et al., 1997) de caracter
taxonomic. Aquesta proposta es interessant
perque, en on futur, a mesura que s'afegei-
xin naves dades als bancs de proteines, una
base de Jades organitzada en forma d'em-
premtes taxonomiques podra ser de gran in-
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teres per a la biologia molecular estructural.
La figura I (annex 3) mostra la disposicio
estructural dels vuit motius en relacio amb
les condicions de cristal-litzacio de la (3-ami-
lasa de soja (l'enzim sol, complexat amb
substrat, o complexat amb inhibidor). S'hi
pot veure 1'efecte d'embolcallament d'a-
quests fragments sobre el substrat o sobre
l'inhibidor, segons el cas, i com el motiu su-
perior tanca la seva estructura sobre el subs-
trat i no pas sobre l'inhibidor, ni tampoc en
absencia de Iligand. Es l'efecte de tapadora
articulada (hinged lid), observat amb ante-
rioritat pels cristal•lografs que van resoldre
la (3-amilasa de la soja (Mikami et al., 1993;
Mikaini etal.,1994).
c) Zones diverses de 1'enzim (3-arnilasa
suporten pautes evolutives semblants per
be que mostren velocitats de mutacio
diferents
En un pas seguent es van intentar re-
construir arbres evolutius de les (3-amilases,
amb sequencies tant de DNA com de protel-
nes, que tinguessin en compte no solament
la seleccio natural dels caracters fenotfpics
moleculars, sing tambO les tendencies de
I'atzar que poden originar mutants neutres
de manera selectiva (Yang, 1995). Per com-
plir aquest objectiu, es va analitzar la topo-
logia dels arbres tenint en compte que les
velocitats de substitucio de nucleotids
(VSN) en les 11-amilases varien al Ilarg de la
sequencia. Aixf doncs, es van classificar els
flocs de les multialineacions en tres classes:
a) els vuit motius que formen l'ernpremta
(VSN baixa); b) cadascuna de les vuit tires 13
que formen el barril (VSN intermedia); i c) la
resta de segments de sequencia (VSN alta).
Per tal d'evitar errors en considerar els flocs
locals, es van ajuntar els segments amb el re-
sultat de 74 residus units per a les emprem-
tes, 54 per a les tires (3, i 291-318 per a la resta
de la molecula. A mes, vam considerar el
multialineament sencer per construir un ar-
bre evolutiu de tota la prote'ina.
Els rangs dels fndexs de similitud dels
quatre grups d'alineament (vegeu taula ii)
son diferents i estan en consonancia amb el
que cal esperar de segments amb VSN dife-
rent. No obstant aixo, els quatre arbres filo-
genetics son coincidents (vegeu figura 2).
Aquests resultats demostren que el meca-
nisme evolutiu per a les (3-amilases es una
combinacio de divergencia parsimoniosa a
tres velocitats distingibles que es relacionen
amb les empremtes funcionals, la bastida
del barril (13/a), i els llacos que contenen he-
lices a.
Addicionalment als resultats descrits en
el paragraf anterior, cal considerar tambe
una altra font de variabilitaten I'evolucio de
les sequencies proteiques (no pas en les del
DNA): els corriments de pauta de lectura
que es recuperen al Ilarg de la sequencia de
la prote[na, sense que perdi la seva funcio.
Es va seguir el procediment de Claverie
(1993) per detectar possibles corriments de
pauta de Iectura. A tall d'exemple, a la figu-
ra 3 se n'observa un en un grup d'isoformes
de la 13-amilasa d'Ipomoea batatas (moniato)
(vegeu l'an)lisi completa de corriments de
pauta de lectura a Pujadas et al. 11996]). No
obstant aixo, tambe cal considerar que les
discrepancies que provoquen corriments
poden ser causades per artefactes de se-
quenciacio o per errors no detectats de les
sequencies enviades al consorci de bases de
dades, especialment en el cas d'isoenzims.
Els intents de resoldre per evidencia indi-
recta les discrepancies observades en les
(3-amilases d'Ipornoea batatas han resultat in-
fructuosos (Cheong et al., 1995).
Podern concloure, doncs, que les 13-ami-
lases de microorganismes i de planter mos-
tren al llarg de I'evolucio una divergencia
parsimoniosa a velocitats diferents, que en-
clou algunes insercions/deleccions, tot se-
guint la teoria de 1'evoluci6 neutra.
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TAULA II. Rangs de I'index de similitud ( IS) entre Ies (3-amilases obtinguts a partir dels multialineaments de la segiiencia to-
tal (A), la unto dels motius conservats ( B), la unio de les tires (3 (C) i la unio dels llacos que contenen helices a (D)
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FIGURA 2. Arbres filogenetics de Ies 13-amilases. Obtinguts a partir de: a) la totalitat de les sequencies; h) la unio dels motius
que constitucixen I'empremta de la (3-amilasa; c) la unio de les tires (3; d) la unio dels fragments que no formen part ni d'una
tira 13 ni d'un motiu conservat.
I1 BIOI'Ii( 10LO(,LI ( ) IP(7 !(7OV.IL (O I.167A I I).iA,II.I. II'LK.i 11 1OL( (7(11/ULI (I IIK Ills
Evolucio d 'agrupaments paralegs de gens
i conservaci6 de l'estructura secundaria de
llurs protefnes derivades
Conceptes d'ortologia i paralogia al si d'una
evoluci(i integrada dell Xenomes
a) Evolucio molecular de gens ortolegs i de
gens paralegs
Des de la publicacio de dos treballs d'im-
portancia cabdal l'any 1995, en que es van
descriure les dues primeres sequencies de
genomes complets (Fleischmann et al., 1995;
Fraser et al., 1995), s'han anat desenvolu-
pant estrategies noves per a 1'analisi de
sequencies que permeten comparar geno-
mes al mes alt nivell (Koonin et al., 1996;
Ouzounis et al., 1996). Aquestes estrategies
proporcionen la base per estudiar la conser-
vacio de sequencies interespecie i intraes-
pecie, entre altres tipus de conservaci6. Les
primeres, conegudes tambe com sequencies
ortologues, son les mes estudiades des del
punt de vista evolutiu, ja que corresponen a
gens presents en organismes d'especies di-
verses, relacionats per un efecte de vertica-
litat evolutiva descendent/ ascendent; les
prote'ines derivades d'aquests gens tenen
una rnateixa funci6 en els diferents organis-
mes considerats.
Les sequencies intraespecie conservades
es coneixen tambe amb el nom de sequen-
cies paralogues. Son agrupaments de gens
homolegs, definits sobre la base d'una simi-
litud cornuna quan es fan comparacions de
sequencia. Segons la complexitat, poden
constituir families i subfamilies. Les protei-
nes derivades dels gens paralegs tenen una
funci6 diversa -si be pot estar relacionada-
dins del mateix organisme, fet que exclou
com a gens paralegs les duplicacions po-
limorfiques.
L'analisi de les relacions paralogues es
un aspecte important de l'estudi dels geno-
mes, ja que constitueixen la base per a l'a-
daptabilitat a entorns diversos i variables.
Al llarg de 1'evoluci6 hi ha duplicacions ge-
niques que divergeixen de manera substan-
cial en el si dels genomes d'organismes d'u-
na mateixa especie. D'aquesta manera, el
proteoma, considerat coin el conjunt de pro-
teines que to una cel-lula -i per extensi6 un
organisme-, varia evolutivament en adap-
tar-se a noves situacions. La major part d'a-
grupacions paralogues son petites, es a dir,
estan formades per pocs gens; no obstant
aixo, hi ha agrupaments paralegs grans que
fonamentalment codifiquen proteines regu-
ladores i de transport. Per donar una idea de
la importancia de la paralogia, s'ha descrit
que el genoma d'Escherichia soli conte agru-
pacions de paralegs que abasten un 50'%, de
tots els gens. Tambe s'ha dit que la paralogia
es el factor principal que pot explicar les di-
ferencies notables en grandaria que presen-
ten els genomes bacterians en ser comparats
entre si.
b) Els gens dels receptors nuclears (RN)
com a exemple de paralogia en organismes
animals superiors
Els agrupaments pluriramificats de gens
paralegs, que en animals codifiquen RN,
reflecteixen 1'existencia d'una xarxa corn-
plexa de protemes contemporanies funcio-
nalment homologues implicades en 1'acti-
vaci6 dels gens dependents, pel que fa a la
seva funcio, de la uni6 a una molecula peti-
ta denominada Iligand. Fins ara, horn ha
trobat RN en alguns invertebrats (cocleutera-
ta, equinodennata, helminthes i arthropoda) i
tambe en vertebrats (pisces, an(phibio, ones i
mannalia). A partir d'una analisi d'ortolegs
dels membres de la superfamilia clue 110111
troba a les bases de dales, sembla conclou-
re's que 1'aparicio d'un nombre elevat de
RN es una caracteristica dels mamifers, pre-
surniblement a causa de la necessitat que te-
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Fiat s.v 3. MuItialincament de Is fragments de segdencia de la li-amilasa d'/pomoea hatatas (moniato) que presenten possi-
bles corriments en la seva pauta de lectura (/rameshitl). his residus que es veuen afectats estan emmarcats. La segdencia
AMYB IPOBA no s'inclou perquc la segdencia de DNA cs desconeguda.
nen les especies d'aquest ordre de diversifi-
car els rots funcionals del control de la
transcripcio genica. Globalment conside-
rats, els RN de vertebrats i invertebrats s'as-
semblen forca, com tambe s'assemblen els
RN ortolegs de diferents ordres dins dels
vertebrats. Aquestes similitude afavoreixen
la hipotesi que ha existit, al llarg de 1'evolu-
ci6, una associacio modular dels diferents
dominis estructurals que constitueixen la
molecula de RN. L'origen d'aquesta asso-
ciacio modular sembla que queda localitza-
da en algun punt de la branca evolutiva a
partir de la qual divergeixen els vertebrats i
els invertebrats.
c) Caracteristiques estructurals generiques
de la molecula de RN
Els RN constitueixen una superfamilia
de protefnes dependents de lligands que
poden activar o reprimir la transcripcio
d'un gen regulada per elements cis de res-
posta, precisament per unio dels RN a
aquests elements (Mangelsdorf of al., 1995).
Aquesta familia tambe es coneix amb el
nom de receptors esteroides/tiroides/reti-
noides. En la molecula de RN s'han identifi-
cat trey dominis funcionals diferents: a) el
domini N-terminal (NTD, N-terminal do-
main) que varia considerablement de mida
(per exemple , s'ha descrit que els RN d'hu-
mans tenon una longitud variable d ' entre 10
i 600 residus);1'NTD es, en part, responsable
de l'expressio de gens regulats per hormo-
nes (lligand ); b) una regio central rica en cis-
teina , que s ' ancora en el DNA (DBD, DNA
domain) del gen regulat , constitu 'ida per un
segment d ' uns 65 residus amb uns motius
caracteristics basats en dos dits de zinc (del
tipus C4 ); i c) una regio C-terminal d'unio at
lligand (LBD, ligand domain ) constitu'fda
per uns 210-230 residus.
Al comencament de la decada present, el
DBD dels RN fou estudiat des del punt de
vista estructural. Es va determinar I'estruc-
tura 3 -D de diversos RN (el lligand dell
quals es glucocorticoide, estrogen i acid reti--
noic ) per espectroscopia de ressonancia mag-
netica nuclear ( RMN) i per geometria de
distancies (Hard of al., 1990; Schwabe of al.,
1990; Lee of al., 1993; Knegtel of al., 1993). A
traves d'algoritmes de prediccio es va pre-
veure per a tots els DBD dels membres de la
superfamilia de RN 1 ' esmentada estructura
amb una exactitud del 96-97`4, (Nakata,
1995). Mes recentment, s'han determinat a
resolucio elevada les estructures cristal-li-
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nes de LBD del receptor de l'hormona tirof-
dal al de rata, del receptor-y de 1'acid reti-
noic huma unit a l'acid retinoic tot-trans, i
del receptor-a del retinoide-X huma (Bour-
guet et al., 1995; Renaud et al., 1995; Wagner
et al., 1995). Les tres estructures tenen en
comu un plegament en tres capes, no descrit
anteriorment, que es basa en un domini unic
fet de mes de deu helices a i unes quantes ti-
res (3 curtes. Malgrat que els tres receptors,
results pel que fa a l'estructura de I'LBD,
pertanyen -des del punt de vista evolutiu- a
trey branques diferents de la superfamilia
de RN, 1' estructura de l'LBD de les tres
molecules pertanv a un sol tipus de plega-
ment -un entrepa d'helices a antiparal-le-
les- de la classe estructural «principalment
helice a >>, amb una estructura secundaria
gairebe identica. Sobre la base de les simili-
tuds observades, s'ha proposat una estruc-
tura canonica per als LBD, en la qual es fa
evident la presencia d'una butxaca hidrofo-
bica d'uni6 al Iligand (Wurtz et al., 1996).
Aquesta estructura canonica s'ha incorporat
a un alineament general de LBD de tots els
RN (Wurtz et al., 1996).
El coneixement precis de l'organitzacio
estructural i de l'acoblament dels tres domi-
nis es essencial si horn vol aprofundir en
l'estudi del funcionament de la maquinaria
dels RN (translocacio dels receptors del ci-
tosol at nucli cellular , modulaci6 de la di-
meritzacio del receptor, forca d'uni6 dels
Iligands i interacci6 amb els elements de res-
posta individuals del DNA sobre els quals
actuen els RN). L'interes ha augmentat amb
el descobriment gradual de factors sem-
blants als RN i tambe amb el descobriment
de prote'ines orfenes que, en general, tenen
tres dominis, les sequencies de dos dels
quals (el dornini central i el C-terminal) son
alineables amb les dues sequencies propies
dels DBD i LBD descrites per a la superfami-
lia de RN (Laudet et al., 1992; Detera-Wad-
leigh i Fanning, 1994).
Superfamilia de gens paralegs que
codifiquen RN en humans
a) Recerca de la superfamilia RN en els
banes de dades internacionals
Per dur a terme el nostre estudi, yarn es-
collir el conjunt de Bens paralegs les prote'i-
nes derivades dels quals son RN o be factors
semblants als RN o be proteYnes orfenes,
tots presents en el genoma de I'especie
Hone) sapiens. Les sequencies van ser impor-
tades, a traves d'Internet, de les dades de
bases corrents. Per complir aquest objectiu
es va fer servir el sisterna de recuperacio de
sequencies SRS situat a I'EMBL (European
Molecular Biology Laboratory) a Heidelberg
(http:/ / www2.no.embnet.org/,,rs/ srsc).
Una bona part de les sequencies es va ex-
treure del bane de Jades Swiss-Prot i la
resta, del bane suplementari TrEMBL (Bai-
roch i Apweiler, 1997). Les prote'ines or-
fenes es van detectar amb el programa
BLAST present en el programari GCG 8.0
(Genetic Computer Group, Inc. University
of Wisconsin, Madison, EUA). Les entra-
des de segi_iencia redundant,, van ser elimi-
nades i nomes es va treballar amb una
segiiencia per a les espOcies moleculars
amb processament alternatiu de l'RAN. El
bane de treball definitiu va consistir en
trenta-vuit sequencies humanes, els noms
de les quals i la seva descripci6 funcional
es pot trobar a la taula n(.
b) El domini central ric en ciste'in a d'uni6 at
DNA (DBD) es molt similar en totes les
especies moleculars
Les dues subsequencics mes importants
son la caixa P -formada per sis residus molt
conservats- de reconeixement del DNA (Lau-
det etal.,1992) i els dos dits de zinc consecutius
amb caracteristiques particulars (Schwabe
ct al., 1995). El multialineament de sequencies
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d'aquest domini indica que tots els Bens para-
legs son ricsen aminoacids basics (12%) i man-
tenen un 25% dels seus residus en posicions
invariants (19%) o conservatives (6%). La fi-
gura 4 mostra un arbre de paralegs format per
subagrupaments d'1-4 segiiencies DBD. Els
conjunts constituits per subagrupaments
veins encaixen practicament amb les sis fami-
lies de receptors nuclears, recentment descri-
tes per Escriva et al. (1997).
c) El domini d'unio al lligand (LBD) es pot
reconeixer en totes les especies moleculars
Els dominis d'unio al lligand (38 sub-
sequencies LBD) tambe constitueixen un
agrupament de paralegs multialineables
amb indexs de similitud que oscil-len entre
30,2 i 98,2 i mantenen algunes caracteristi-
ques comunes. Aixi, les subsequencies tenen
una subzona molt conservada d'uns qua-
ranta residus, coneguda amb el nom de do-
mini Ti, que esta implicada en la regulacio
de la transcripcio que depen del Iligand
(Laudet et al., 1992). Tambe tenen la subzona
LZ-1, que es dissimula a bastament amb el
domini Ti i que s'ha considerat responsable
de la interaccio dels RN amb la proteYna de
plegament HSP90 (Schwartz et al., 1993).
S'hi poden observar, a mes, algunes inser-
cions/delecions (Pascarella i Argos, 1992)
que reflecteixen, segurament, ombres evolu-
tives de trencament i unio (splicejunction sha-
dows) que separen blocs estructurals de
sequencia, usats al llarg de l'evolucio per
construir noves proteines (Strelets i Lim,
1995). La figura 5 mostra un arbre de para-
legs format per subagrupaments d'1-4 se-
quencies LBD. En comparar les figures 4 i 5,
es pot constatar la gran similitud entre tots
dos arbres, la qual cosa indica que els blocs
primaris -que constitueixen els dominis
DBD i LBD- van coevolucionar en un proces
de divergencia paral•lela independent que, a
mes, enclouria duplicacions de gens.
d) Caracteristiques de l'estructura
secundaria del domini LBD
El multialineament d'estructures se-
cundaries del domini LBD en que s'in-
clouen tres estructures resoltes -RRB2,
RRXA i THBI (vegeu figures 6 i 7)- indica
que tots els elements de l'agrupament de
paralegs mantenen una estructura canoni-
ca del tipus ,principalment a-helicoidal,,.
Encara mes, aquesta estructura canonica
encaixa amb un nou plegament d'aquest
tipus conegut amb el nom d'entrepa an-
tiparal•lel de a-helices (anti-parallel a-heli•-
cal sandwich) que ha estat descrit per a les
tres estructures resoltes (Bourguet et al.,
1995; Renaud et al., 1995; Wagner et al.,
1995).
Basat en estudis sobre disposicions
binaries (binary patterning) de residus en la
sequencia d'aminoacids de les prote-fries
(West i Hecht, 1995; Xiong et al., 1995), vam
dissenyar un protocol per analitzar la pe-
riodicitat de residus polars i no polars a les
helices predites per nosaltres. En aquest
protocol fou necessari disposar d'una mos-
tra de referencia d'unes 1.500 helices no re-
dundants provinents de la relacio de dades
de mare de 1997 del PDBSelect release
(Hobohm et al., 1992; Hobohm i Sander,
1994). En comparar ]a frequencia experi-
mental de cada un dels trenta-dos pen-
tapeptids polars/no polars possibles amb
la probabilitat teorica de trobar una d'a-
questes disposicions, s'observa que onze es
desvien positivament, disset ho fan negati-
vament i quatre son estadisticament indife-
rents.
A la taula iv es detallen resultats de dis-
posicions binaries per al conjunt i per a cada
una de les helices (des d'H3 fins a H12). Les
helices preses en conjunt mantenen una
coincidencia molt bona amb les disposi-
cions de les de referencia. Si s'exceptuen les
estructures secundaries H4-H5 i H8, la resta
LA BIOTECNOLOGIA COMPUTACIONAL COMA EIN'A D 'ANALISI PER A
L Ti 'OLL C/O MOLE(I L I R 10-
d'helices del domini LDB tenen unes dispo-
sicions binaries que encaixen forca be amb
les disposicions de pentapeptids amfifilics
propies de la mostra de referencia.
Les disposicions binaries ,equivocades,,
(falsos positius ) per a les helices «rares» son
00001, 10000, 10100, 11000 (per a 1`14-H5) i
10000, 10100, 11100, 01111, 10010, 11110
(per a H8), en que 1 i 0 signifiquen , respec-
tivament, residus polars i no polars. En set
d'aquestes disposicions predominen els re-
sidus no polars i en les altres tres, els po-
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lars. Aquests resultats son consistents amb
la situacio d'aquestes dues helices a 1'es-
tructura tridimensional de tres capes
(Bourguet et al., 1995), en que les H4-H5 i
H8 estan enterrades entre les helices H1,
H2, i H3, d'una banda, i H6, H7 i H10, de
I'altra.
Aquests resultats suggereixen ferma-
ment que tant l'estructura secundaria (en la
forma d'a-helices) com les disposicions
binaries de les helices s'han conservat al
llarg de 1'evoluci6, malgrat la poca simili-
tud entre les subsequencies LBD. Per tant,
es pot postular que el proces evolutiu de
substitucions d'aminoacids no correspon
merament a episodis adaptatius relacionats
amb I'entorn, sing que enclou una cadena
d'esdeveniments que facilita la persisten-
cia d'una estructura secundaria canonica
i, conseguentment, un plegament terciari
canonic.
c) Origen del domini de transactivacio N-
terminal (NTD)
Les caracterfstiques principals que iden-
tifiquen les deferents sequencies NTD de 1'a-
grupament paraleg de receptors nuclears
humans son dues: una amplia varietat de
longituds (des de 10 fins a 603 residus) i una
aparent manca d'homologia de les sequen-
cies si se les compara entre elles. En alguns
casos (receptors per a la progesterona, 1'es-
trogen i el glucocorticoide) s'ha demostrat
que el domini NTD facilita l'activacio de la
transcripcio perque estimula la formacio de
complexos de preiniciacio estables als flocs
diana dels promotors (Tsai i O'Malley,
1994).
Resulta dificil establir amb certesa la lon-
gitud de la regio que fa de frontissa entre els
dominis DBD i NTD. Per analisi diferencial
de dendrogrames formats per multialinea-
ments variables de residus fronterers es va
pensar que aquesta regio hauria de ser molt
curta, possiblement de cinc o menus residus
(els resultats no es mostren). Encara que la
mida dels dominis NTD es molt variable,
l'analisi d'homologies de sequencia va re-
velar que els membres d'un mateix agru-
pament de paralegs acostumen a tenir una
mida comparable encara que no similar (si
mes no, en nou dell setze agrupaments es-
tudiats) i que tambe mostren similituds de
sequencia. Aquestes semblances no es do-
nen entre agrupaments dins d'una mateixa
subfamilia de NR, la qual cosa indica que
1'evoluci6 d'aquest domini fou realment
molt complexa.
Conclusions i especulacions evolutives
sobre els Bens paralegs que codifiquen RN
en humans
La presencia d'un nombre elevat de
Bens paralegs per als RN revela 1'existencia
en humans d'una xarxa complexa de protei-
nes contemporaries, funcionalment homo-
logues, implicades en la transcripcio de
gens, 1'activaci6 de la qual depen de lli-
gands. Malgrat que s'han caracteritzat RN
en invertebrats (equinoderms, helmints i
artropodes) i en vertebrats no mamifers
(peixos, amfibis i aus), la proliferacio de RN
sembla que es una caracteristica propia dels
mamifers, presumiblement per la necessitat
que tenen les especies d'aquest ordre de di-
versificar el control de la transcripcio de
gens. La sernblanca globalment considera-
da entre RN de vertebrats i d'invertebrats, i
tambe la gran similitud entre RN ortolegs
d'especies de vertebrats d'ordres diversos,
afavoreix la tesi clue 1'associaci6 nodular
dels tres dominis to un origen localitzat en
algun punt de la branca evolutiva en quo
van divergir vertebrats i invertebrats. Se-
gons Escriva et al. (1997), la diversitat actual
de RN es va produir a partir de dues onades
de duplicacions geniques, una primera en
que haurien aparegut RN de les subfamilies
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I u,i is 4. Arhrc de paralces de la rrgiu (1 tic S'ancora al DNA (D13D). S'hi poden observar
Ics sis tami1ics icccntment descritcs.














































Fio R v ^. Arbre de paralegs de la regioi C-terminal d'unio al Iligand (LI31)). S'hi poden obscr%ar Ies sis tamilics recentnuntdcscrites.
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Tnui :^ IV. Analisi deIcs dispositions binaries per al conjunt i per a cadascuna de Ics helices de I'LBD dell receptors nuclears
humans. f^as valors quc difercixen ( positivament o negativamcnt ) dell valors esperats amb un grau de contian4a de mes del
95,0, 97,5 i 99, 87%, estan representats per - o ; ^^ o - ; +++ ^^ - , respectivament . Els signer # i * signitiqucn
quc des-
viaciuns positives en una hclicc coincideixen amb desviacions negatives o indiferents , respectivament , en la nu>stra de
ro-
fercncia de Ics 1.3-17 helices.
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ii i v en metazous inferiors, i una altra en
que haurien aparegut membres de les altres
subfamilies.
A partir dels nostres estudis, es pot infe-
rir que, en l'ultim perfode d'aquesta historia
evolutiva, el domini NTD va coevolucionar
juntament amb els altres dos dominis, tot
prenent la forma d'un gen acoblat. Amb an-
terioritat, els DNA que codificaven dominis
NTD existien formant part d'una regio codi-
ficadora d'un gen ancestral. Esdeveniments
evolutius posteriors haurien configurat les
diferents especies moleculars presents als
agrupaments de gens paralegs de mamifers.
Cal remarcar la presencia d'ombres evoluti-
ves de trencament i unio que separen blocs
estructurals evolucionats (Strelets i Lim,
1995). Estudis de dendrogrames segmentals
Pets per nosaltres sobre el domini LBD (els
resultats es mostren a la publicacio original
Garcia-Vallve i Palau, 1998) indiquen que la
traca evolutiva delinea una fusio modular
no escapcada (nor(-shuffled) que subministra
un conjunt de mOduls helico*fdals empaque-
tats en tandem (Bazan, 1996). D'aquesta
manera, s'hauria format una subclasse de
plegarnent estabilitzat per al domini LBD
(I'entrepa antiparaIIel de (x-helices) que
proporcionaria un paper funcional a 1'es-
tructura del domini.
Es fa evident la necessitat d'establir una
hipotesi que expliqui alhora la presencia en
un mateix organisme dun gran nombre de
molecules del tipus RN que contenen tres
dorninis molt peculiars, un dels quals -el
domini LBD- mantc sorprenentment una
estructura secundaria conservada, malgrat
les grans variacions de sequencia d'aquest
domini per a les diferents especies molecu-
lars. S'ha establert una hipotesi especulativa
(Garcia-Vallve i Palau, 1998) que s'emmarca
en un concepte teoric proposat fa uns ant's
(Hickey et al., 1989), segons el qual els euca-
riotes multicel•lulars van desenvolupar per
evolucio uns mecanismes homeostatics que
preserven la major part de les cel-lules de la
interaccio amb el medi extern. Aquesta
hipotesi especulativa es basa en el paper
que pollen tenir les prote'ines del citosol clue
faciliten el plegament d'altres proteines
(molecular chaperons en angles; nosaltres
proposem el terme plegadors moleculars en
catala).
Aquests plegadors moleculars discrimi-
nen molecules que es pleguen correctarnent
i d'altres que ho fan de manera incorrecta
(Ellis i Hartl,1996; Welch i Brown, 1996) i, en
certs grups de vertebrats, s'haurien desen-
volupat evolutivament per tal d'optirnitzar
el plegament de les proteines (Todd et al.,
1996). Les mutacions en el DNA que com-
porten canvis massa drastics en I'estructura
secundaria de la prote"ina son descartades
del proccs de plegament i digerides per pro-
teases. La manca dun (o Lie m0s dun) RN
hauria de comportar ]a inviabilitat de I'indi-
vidu, la qual cosa contribuiria indirecta-
ment a la seleccio natural. Contrariament,
aquelles mutacions que no comporten can-
vis en l'estructura secundaria de la proteina
son acceptades corn a plegaments tolera-
bles. Un desenvolupament complet de la
nostra hipotesi es presenta en el treball ori-
ginal (Garcia-Vallve i Palau, 1998); en
aquesta revisio nomes es donen els trots fo-
narnentals de la inferencia. La proposta re-
cent de Csermely (1997) sobre el paper que
poden tenir els plegadors moleculars en I'e-
volucio reforca la nostra hipotesi ja clue, se-
gons aquest autor, aquestes molecules se-
rien imprescindibles per a 1'evoluci6 dels
catalitzadors enzimatics tal com els conei-
xern en 1'actualitat. La nostra proposta, que
implica la preservacio de I'estructura se-
cundaria, amb independencia de mutacions
que afectin nomes 1'estructura primaria de
les proteines, s'inscriu en el ,clebat,> recent
neutralista-seleccionista entre Tomoko Ohta
i Marty Kreitman (Ohta i Kreitman, 1996;
Dover, 1997).
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CAP A UN DESXIFRAMENT DEL CODI
ESTRUCTURAL DE LES PROTEINES
GLOBULARS
Propensions helicoidals en classes de
dominis i informacio estadistica
multiresidu en helices a
Abast de In prediccio d'estructures secundries
repetitives (helices a i tires J3) en protefnes
a) Estat actual dels procedirnents predictius
Fins ara s'han establert diferents meto-
des per predir I'estructura secundaria de les
protefnes, que es basen en 1'estadistica
(Chou i Fasman, 1974, 1978), en la teoria de
la informacio (Garnier et al., 1978; Gibrat
et al., 1987), en la teoria fisica (Lim, 1974a, b),
en l'encaix de patrons de sequencia (pattern
hnatchin ,') (Cohen et al., 1986), en les xarxes
neuronals (Qian i Sejnowski, 1988; Holley i
Karplus, 1989), en l'aprenentatge per ma-
quines (King i Stenberg, 1990; Muggleton
et al., 1992), en I'analisi dels veins mes pro-
xims (Yi i Lander, 1993) o he es basen en
combinacions dels procedirnents anteriors
(Zhang et al., 1992). A mes, 1'exactitud de la
prediccio de l'estructura secundaria millora
substancialment si s'utilitza la informacio
extreta dels processos d'evolucio de les pro-
tefnes (Benner i Gerloff, 1991; Gonnet et al.,
1992; Cohen i Gonnet, 1993; Benner et al.,
1994; Rost i Sander, 1993; Rost et al., 1994;
Wako i Blundell, 1994). Aquest conjunt de
metodes es fan servir prolificament i son
objecte de desenvolupament i d'avaluacio
constants.
En un llogarret de California anomenat
Asilomar s'han celebrat fins ara dues reu-
nions amb el titol de ><Critical Assessment of
Techniques for Protein Structure Predic-
tion» (CASPI i CASP2, els anus 1994 i 1996,
respectivament). L'objectiu principal era
avaluar periodicament la prediccio de I'es-
tructura de les protefnes. Una bona part dels
assistents a les reunions d'Asilomar van en-
caminar els seus esforcos a classificar i va-
lorar un nombre elevat de prediccions de
protefnes fetes a les fosques, es a dir, que no
estiguessin basades en coneixements de
l'estructura de protefnes d'assaig, les quals
haguessin estat disseminades previament a
la comunitat cientifica. L'exactitud en la
prediccio de tres estats (helices a, tires (3 i
cabdells estadistics) pel que fa a 1'estructura
secundaria s'ha estimat que es del 72%, com
a mitjana. Aquesta exactitud relativament
elevada s'obte en el cas en que, en un sis-
tema de prediccio de xarxes neuronals,
s'introdueixin addicionalment dales sobre
alineaments multiples de sequencies homo-
logues. La prediccio basada en aquests siste-
mes de xarxes neuronals ha esdevingut
molt Otil com a punt inicial per al modelatge
tridimensional de 1'estructura de protefnes,
si be queda molt clar que encara no es possi-
ble predir amb exactitud 1'estructura tercia-
ria de les protefnes.
b) Metodes de predicci6 basats en la
ponderacio de propensions dels residus al
Ilarg d'una sequencia
Despres del treball pioner de Chou i Fas-
man (1974), s'ha acceptat que la massa de
residus d'aminoacid consecutius en el si
d'una sequencia polipeptidica mante intrin-
secament una propensio mitjana elevada, la
qual defineix el nuch dels segments d'es-
tructura secundaria de les protefnes (helices
(x, tires (3 i girs reversos). Aixi doncs, basant-
se en aquesta assumpcio, s'han desenvolu-
pat diversos procediments predictius de
1'estructura secundaria de les protefnes, els
quals son refinarnents del metode inicial de
Chou i Fasman (1974). Sembla que les man-
cances que impossibiliten una prediccio
exacta d'aquesta estructura secundaria
rauen en el fet que existeixen interaccions
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entre residus propers i no tan propers en la
sequencia (short-range and medium-range in-
teractions) i tambe entre atoms dels residus i
el dissolvent. Els factors que deriven d'a-
questes interaccions no es consideren en els
algoritmes emprats actualment per a les
prediccions estructurals. L'exactitud mitja-
na per als procediments basats en la ponde-
racio de propensions queda al voltant del
50-55'% en general i forca mes alta en el cas
dels dominis ,preponderantment a>,, la
qua] cosa fa que aquests metodes siguin
Otils, encara que amb certes reserves, per
predir la nucleacio helicoidal en segments
de sequencia.
Carnctcr universal do propensions cn una
pohlaci(i d'helices a diferenciades en classes de
domini i informaci(i multiresidu
a) Analisi de propensions en una poblacio
d'helices a
Ates que es coneixen diverses classes/
subclasses de dominis estructurals (prepon-
derantment a, preponderantment f3, a/(3 se-
gregades, a/(3 alternades [tipus barril TIM],
a/[3 alternades [tipus ventall] i, possible-
ment, algunes altres classes/subclasses),
s'ha proposat que les prediccions basades
en propensions intrinseques es modulin
d'acord amb la classe/subclasse estructural
del domini (Palau et al., 1982; Chou, 1989).
La proposta comporta que els factors de
propensi(i per a cada aminoacid siguin dife-
rents segons la classe/subclasse estructural;
per tant, en l'aplicacio dels algoritmes de
prediccio, caldria tenir en compte aquesta
especificitat.
Per tal de disposar d'una informacio fe-
faent sobre el que s'indica en el paragraf an-
terior, el grup de Tarragona va analitzar la
composicio d'una mostra global d'helices a
extreta de prote"ines del bane de lades del
Brookhaven PDB. Per acomplir aquest ob-
jectiu, es van importar 546 subunitats de
protelna (resolucio igual o menor de 3 A i
homologia entre subunitats menor del 45°4))
del servidor Brookhaven PDB_Select. A
partir d'aquest subbane, es van seleccionar
3.863 segments a-helicofdals tenint en
compte que cap d'aquests segments no tin-
guessin menys de cinc residus. En conjunt,
els segments estaven constituits per 43.607
residus d'aminoacid. Com s'indicara mes
endavant, aquesta mostra tambe fou utilit-
zada per obtenir informacio multiresidu.
A partir d'aquest subbanc, es va analit-
zar la composicio de residus d'aminoacid
de la mostra total, com tanlbe de dues sub-
mostres que contenen helices a en dues clas-
ses de dominis, el dornini « preponderant-
ment a,,, i el domini >>a/ (3 alternades (tipus
barril TIM)>>. Els resultats presentats a la fi-
gura 8 indiquen que les mostres de seg-
ments helicofdals prou llargs tenen una
composicio de residus d'aminoacid que no
varia de manera apreciable segons el tipus
de plegament de les protemes. La nostra ob-
servacio es coherent amb 1'evidencia que
mostra que la massa de residus d'aminoacid
es responsable de la nucleacio de les heli-
ces a (Chou i Fasman, 1974). Tambe sub-
ministra una prova solida contra qualsevol
definicio de propensions especifiques rela-
cionades amb les classes de dominis, com
s'havia proposat amb anterioritat (Palau
et al., 1982; Chou, 1989).
b) Analisi de propensions de posicio
en una poblacio d'helices a
D'acord amb les corresponents sirnili-
tuds fisicoquimiques, els residus es van
aplegar en sis grups: G1 (Arg i Lys, 5.418 re-
sidus); G2 (Asp i Glu, 5.980 residus); G3
(Asn i Gln, 3.707 residus); G4 (Ser i Thr,
4.154 residus); G5 (Ala, Val, Leu, Ile i Met,
16.257 residus); i G6 (Phe, Tyr i Trp, 3.798 re-
sidus). Per tal d'obviar dispersions estadis-
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tiques, no es van considerar la resta de resi-
dus (Gly, Pro, Cys i His, 4.293 residus). En
alguns casos tambO es van estudiar agrupa-
ments d'ordre superior: G1/G2,11.398 resi-
dus carregats; G1/G3, 9.125 residus basics
mes amidics; G2/G3, 9.687 residus acids
mes amidics; G1/G4, 9.572 basics mes hi-
droxilics; G2/G4, 10.134 residus acids mes
hidroxilics; G3/G4, 7.861 residus dipolars;
G1 /G2/G3/C4, 19.259 residus carregats
mes dipolars; i G5/G6, 20.055 residus alifa-
tics mOs aromatics.
A partir d'aquests agrupaments vam cal-
cular els valors del que nosaltres anomenem
«composicions de posici6 dels residus d'a-
minoacid. Es tracta de coneixer la composi-
cio en les cinc posicions d'un pentapeptid
que es mou gradualment, residu a residu,
al llarg de les diverses helices, sense dispo-
sar mai d'oligopeptids truncats (Os a dir,
de quatre o menys residus). En la nostra mos-
tra teniem 28.448 unitats pentapeptidiqLies.
Malgrat que les finestres veines de cinc resi-
dus consecutius se superposen les Lines airib
les altres, s'observen tendencies generals pel
que fa a la distribucio de composicions. Aixf,
la figura 9 mostra que els grups Cl (residus
carregats positivarnent) i G2 (residus carre-
gats negativarnent) augmenten i disminuei-
xen, respectivament, des de la posicio I a ]a
posici6 5 (figura A; n i •), els grups G3 i G4
(residus polars no carregats) prefereixen po-
sicions externes (figura A; ♦ i A) i els grups
G5 i G6 (residus alifatics i aromatics, respec-
tivament) prefereixen posicions internes (fi-
gura 13).
A comencaments de la dOcada de 1980,
Argos i Palau (1982) van compilar les distri-
bucions de cada residu d'aminoacid en po-
sicions donades a una i altra banda dels
grups N- i C-terminals. Richardson i Ri-
chardson (1988) tambe van estudiar, en una
mostra mes completa, les preferOncies per
Ilocs especifics dels residus a una banda i al-
tra de les cues de les helices a; aquests au-
tors van observar tendencies similars a les
indicades per Argos i Palau (1982). Els nos-
tres resultats sobre el «posicionament,, de
les distribucions d'aminoacids confirmen
que els residus carregats negativament i els
carregats positivament tendeixen a acumu-
lar-se a l'interior de ]'helice a prop dels resi-
dus N-cap i C-cap, respectivament. Apa-
rentment, aquests tipus de distribucions no
simetriques de les carregues ajudarien a
neutralitzar 1'efecte del macrodipol de I'he-
lice. Robinson i Sligar (1993) van determinar
que en el ramell de quatre helices per al cito-
crom b-562 d'E. coli existeix una contribuci6
indirecta d'efectes electrostatics de carre-
gues oposades localitzades als extrems de
les helices a antiparal•leles adjacents. Aquest
sistema va aportar ]a primera prova experi-
mental de 1'existencia d'interaccions elec-
trostatiques entre residus carregats i carre-
gues parcials derivades del macrodipol de
l'helice. Els nostres resultats -validats per
I'6s d'una mostra molt gran d'helices a- de-
mostren que ales cues de les helices no hi ha
wines una acunulacio de carregues, sino
tambe una proliferaci6 de segments penta-
peptfdics carregats. Corn veurem mes en-
davant, aquesta acumulaci6 de segments
carregats comporta l'existencia d'un gran
nombre de carregues orientades en forma
de microdipols -orientats des del negatiu al
positiu-, a] llarg de I'helice.
A la figura 9 s'observen altres tendencies
que ens indiquen que hi ha una posici6 pre-
ferent dels residus dipolars a les cues dels
pentapeptids (figura A; A i ♦) i una posici6
preferent dels residus hidrofobics a ]a part
interior (figura B). Aquestes tendencies sug-
gereixen que caldria definir propensions re-
lacionades amb les posicions interiors i exte-
riors de les helices a (Chakrabartty ct al.,
1993; Doig i Baldwin, 1995). Ara be, diversos
fets fan que les mesures de propensions si-
guin molt incertes, avui dia. Frequentment,
determinades helices 3, poden quedar a
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ambdues cues de les helices a (Chakra-
bartty i Baldwin, 1995) i, a mes, hi ha nom-
broses cues esfilagarsades i algunes distor-
sions a les parts interiors de les helices a
(Chakrabartty i Baldwin, 1995), i aquestes
helices, com les 3,,,, poden ser objecte de
transicions conformationals (Smythe et al.,
1995).
c) L'agrupament de pentapeptids a les
helices a revela que existeixen
combinacions (triplets) permissives de
residus hidrofilics o de residus hidrofobics
Lotan et al. (1966) van descobrir 1'existen-
cia d'un efecte estabilitzador de les helices a
basat en la presencia d'interaccions hidrofo-
biques entre residus d'aminoacid. Una
aproximacio estereoquimica va permetre a
Schiffer i Edmunson (1967) aclarir el tipus

















ments polipeptidics, si es troben en confor-
macio helicoidal, tendeixen a segregar els
residus hidrofobics i els residus hidrofilics.
Palau i Puigdornenech (1974) i Lim (1974a)
van demostrar que existeix una acutnulacio
de triplets hidrofobics a les posicions 1-2-5 i
1-4-5. En una contribucio posterior, Palau
et al. (1982) van estendre l'analisi de triplets
hidrofobics a les posicions 1-2-5 i 1-4-5 d'he-
lices a de les quatre classes principals de do-
minis de proteYnes (principalment a, princi-
palment (3, (x/(3 alternades i a+(3). A partir
dels resultats de Palau et al. (1982), es pot
concloure que 1'agrupament hidrofobic 1-2-
5 i 1-4-5 en helices es un fet universal que es
dona en les proteines amb independencia
de la seva arquitectura. Mes recentment, di-
versos autors s'han concentrat en I'estudi
d'agruparnents hidrofobics a les helices
(Padmanabhan i Baldwin, 1994a, 1994b;
Munoz i Serrano, 1994; Creamer i Rose,
i n
n ,
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Fa;uRA 8. Comparaci6 entre les compositions d'aminoacids en helices obtingudes d'una mostra global o a partir dc plega-
ments caracteristics que es troben al Brookhaven PDB: • motitra global; n plegament majoritariament u; ♦ plegament (t/(3
alternades.
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1995). Creamer i Rose (1995) van estudiar
les interaccions estabilitzadores dels triplets
de leucina col-locats en diferents espaiats en
un model d'helice a format per polialanina.
Aquests autors van trobar que I'energia lliu-
re d'interacci6 en alguns triplets es mes gran
que la suma de les energies Mures correspo-
nents als diferents doblets que conformen
un determinat triplet. Van atribuir aquest
fet a una millora dels contactes entre les ca-
denes laterals quan la interaccio es conjunta
per als tres residus.
En determinats treballs pioners, diver-
sos autors van usar la distribuci6 caracteris-
tica de residus hidrofobics i hidrofilics en
segments d'estructura secundaria diferents
com a metode per predir helices a i tires (3 al
si de les protemes (Lim, 1974h; Cid et al.,
1982). Mes recentment, altres autors han es-
tudiat aquesta disposicio des de diferents
punts de vista, la qual cosa ha comportat un
cos teoricopractic de resultats que es coneix
amb el nom de disposicio estructural bina-
1)
ria (binary patterning) al si de les helices a
(Torgerson et al., 1991; Vazquez et al., 1993a,
1993h; Kamtekar It al., 1993; West i Hecht,
1995; Xiong et al., 1995; Zhu i Blundell, 1996;
Kawabata i Doi, 1997; Roy et al., 1997a, h).
Tal com han suggerit recentment Kawa-
bata i Doi (1997), sembla desitjable dur a ter-
me estudis estadistics per tal d'obtenir in-
formaci6 multiresidual (es a dir, informaci6
que depen de mes d'un residu). Aquesta in-
formaci6 ha de facilitar la recerca de fets
combinatoris, coin la periodicitat, la interac-
cio de parells de residus, la interaccio de tri-
plets, i altres propietats que encara no s'han
definit perque estan basades en el coneixe-
ment d'un nombre mes gran d'estructures.
La recerca del grup de Tarragona sobre
presencia de triplets en agrupaments de
pentapeptids formen part dels estudis sobre
disposicions estructurals binaries (hidrofo-
biques i hidrofiliques) i aporta una visi6
comprensiva de les interaccions entre resi-
dus organitzats en triplets.
Fug s v 9. Frcguencia de cada agrupaci6 d'aminoacids scgons la seva posiciu dins d'una finestra de cinc aminoacids yue cs
mou al Ilarg de tots cis segments d'helice ce de la mostra global. A: (i I (Arg I Lys) • i (i2 (Asp i (ilu) (i3 (Asti i Gin) ♦ i
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Basant-nos en tecniques estadistiques
descrites en un treball original ( Negrete
et al., 1998), vam obtenir i posteriorment
vam processar unes dades sobre la presen-
cia de triplets en finestres mobils de cinc re-
sidus. Basicament, el metode consisteix a
comparar el valor experimental trobat amb
la mitjana esperada . Hem considerat signi-
ficatius els valors experimentals que es des-
vien de la mitjana mes de dues desviacions
estandard, i molt significatius els que se'n
desvien mes de tres. Aquesta tecnica ens ha
permes d ' establir un nivell de significanca
per als diferents tipus estudiats de dispo-
sicions dels triplets, d'acord amb els sis
grups de residus que ab initio haviem cons-
titu'it.
La figura 1OA-E mostra tot el conjunt de
disposicions de residus carregats combi-
nats. Aquesta figura (vegeu A i B) revela que
qualsevol triplet format per tres residus ca-
rregats positivament (o negativament) dona
una estadistica negativa , molt per sota del
valor mitja esperat, i indica que aquests ti-
pus de triplets corresponen a disposicions
supressores (es a dir, son molt poc frequents
al si de les helices (x). La mateixa figura (ve-
geu C) mostra que les combinacions de resi-
dus dell grups G1 i G2 (grups carregats, for-
malment representats per C) fan augmentar
molt la frequencia de les disposicions CC..C
i C..CC. Tal com mostren D i E de la mateixa
figura, entre aquestes disposicions afavori-
des les mes comunes son les disposicions
22..1 (aixo es, - -..+) i 2..11 (aixo es, -..++), en
que els numeros 1 i 2 corresponen a residus
del grup Cl i G2, respectivament. La figura
11 (annex 3) mostra uns exemples reals de
triplets tipus 22..1 (- -..+) extrets del BPDB
en clue s'il•lustra la diversitat calidoscopica
pel que fa a les disposicions i a les distancies
relatives dell atoms de les cadenes laterals.
Aquesta diversitat sera estudiada i raciona-
litzada en un futur pel nostrc grup de Tarra-
gona.
Vam estudiar tambe les disposicions en
triplets per a tots els residus hidrofilics no ca-
rregats (figura IOF-/). A partir dels valors
processats , en traiem les conclusions se-
guents: (7) els residus dels grups G3 i G4 per
separat no mostren disposicions preferen-
cials, amb 1'excepci6 de 333 i 44 .. 4, 4..44;
6) els residus dipolars combinats G3 + G4
(formalment representats per D) mostren
unes diferencies espectaculars entre DD..D/
D..DD i totes les altres disposicions; i c) la dis-
posicio DD .. D Os la mes important i mostra
una frequencia elevada per a 34..4.
L'estudi es va estendre a combinacions
de triplets de residus polars (P), que com-
prenien simultaniament residus C (1 o 2
carregues) i D (1 o 2 grups dipolars). En ge-
neral, totes les combinacions estan poc re-
presentades, amb 1'excepci6 de P..PF' (si
contenen elements nomes de G1 i G3) i de
I'1'..P (si contenen elements nomes de G2 i
G3). Les disposicions PP..P i P..PP (si conte-
nen elements de G1/G2/G3/G4) estan mes
representades que les altres disposicions
(PP.P., PP.P, P.PP., .P.PP, I'PP.., .['PP.,
..PPP, P.P.P).
L'analisi estadistica es va aplicar a tri-
plets hidrofobics. Aquests estudis s'havien
fet, en part, amb mostres mes reduides (Pa-
lau i Puigdomenech, 1974; i Palau et al.,
1982) i nosaltres ens vain proposar validar i
ampliar els resultats fent us d'una mostra de
proteines molt mes gran que les anteriors.
Els triplets 55..5, 5..55, 66..6, HH..H i H..HH
(que contenen elements de G5 i G6) mostren
desviacions elevades respecte als valors es-
perats. Cal esmentar l'existencia de desvia-
cions positives, no detectades amb anterio-
ritat , per a determinades disposicions de
triplets (.55.5, 5.55., .5.55, ..555 i .11.11H).
Aquest fet demostra que el nombre d'heli-
ces hidrofobiques (es a dir, helices no
amfipatiques) interioritzades en dominis
proteics va augmentant en el bane de Brook-
haven PDB a mesura que passa el temps. Fi-
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nalment, cal esmentar que les permutacions
d'elements dels grups G5 i G6 (es a dir, a
relacions 2 a 1) per a disposicions de triplets
HH..H, H..HH i .H.HH no fan millorar cap
combinacio particular.
D'acord amb estudis recents (Vazquez
et al., 199317; West i Hecht, 1995; Xiong et al.,
1995), es evident que existeix una disposicio
binaria hidrofilica/hidrofbbica. En aquest
sentit, els nostres estudis aporten claus va-
luoses sobre la distribucio de disposicions
hidrofilica i hidrofbbica en pentapeptids.
Els resultats, per tant, poden formular-se
com a normes sobre residus polars, que ano-
menem regles P, i coin a normes sobre resi-
dus hidrofbbics, que anomenem regles H.
Aquestes normes es presenten d'una mane-
ra formal en el treball original (Negrete et al.,
1998) i son una aportaci6 Otil per als objec-
tius de dissent' i modelatge. El nostre treball
representa el primer informe sobre I'e-
xistencia de microdipols que contraresten
l'accio del macrodipol de l'helice. Aparent-
ment, hi ha algunes excepcions a les regles P
i H en diverses prote'ines globulars per6, en
qualsevol cas, aquestes disposicions que no
compleixen les regles no son comunes i po-
den explicar-se per efectes produits per in-
teraccions a mitjana i a Ilarga distancia.
(l) Al I l arg de les hel ices a, determinats agru-
paments de tipus octapeptid i nonapeptid de
residus hidrofilics i hidrofobics revelen
disposicions permissives i no permissives
Es va fer una analisi estadistica de I'a-
bundancia relativa decadascun dels arcs do-
bles amfipatics presents en helices formades
per octapeptids i nonapeptids. Es pot definir
el terme «disposicio en arc doble helicoYdal»
una disposicio multiresidual helicoidal de
naturalesa antitetica (es a dir, vistos des de
dalt de I'helice, els residus de caracter hi-
drofilic estan disposats en una de les meitats
i els decaracter hidrofobic, a l'altra). Les heli-
ces formades per octapeptids tenen vuit arcs
dobles helicoidals diferents, i les que que es-
tan formades per nonapeptids en tenen di-
vuit. Cap d'aquestes disposicions no son
identiques, ja que el nombre de residus per
volta d'una helice a no es enter, sing que es
3,6. Cal fer notar que la roda helicoidal de
Schiffer i Edmunson esta feta d'una combi-
nacio de disposicions d'arcs dobles, la qual
cosa mena a preguntar-se si totes les disposi-
cions poden ser usades per fer una roda heli-
co'fdal. Aquesta gi.iestio, oberta fins ara, rep
una resposta estadistica a partir de l'analisi
feta per nosaltres sobre una mostra gran
d' helices a.
La part superior de la figura 12 (A i B) mos-
tra els resultats estadistics per als vuit tipus
d'octapeptids que formen disposicions an-
titetiques. Totes aquestes disposicions mos-
tren desviacions positives considerables, fet
que contrasta amb moltes altres disposicions
assajades, contraries a la formacio de rodes de
Schiffer i Edmunson, que donen resultats es-
tadfstics negatius (observacio no publicada).
Ala part inferior de la figura 12 (C) es presen-
ten de forma esquematica les rodes deSchiffer
i Edmunson en que els residus hidrofilics re-
presentats per rodones bl anques o grises i els
hidrofbbics per grises o blanques configuren
en total els vuit arcs dobles assenyalats mes
amunt. Cal indicar les preferencies d'arcs do-
bles en clue els grups hidrofflics son carregats
o be en que els grups hidrofobics son alifatics
(els resultats no es mostren). Els resultats es-
tadfstics per a nonapeptids concorden amb
els obtinguts per a octapeptids i es mostren en
el treball original (Negrete et al., 1998).
Els segments formats per octapeptids i
nonapeptids corresponen a segments d'he-
lice que comprenen mes de dues voltes i
menys de trey. El conjunt dels diferents arcs
dobles hidrofilics/hidrofbbics, que configu-
ren una roda helicondal classica de Schiffer i
Edmunson, es troben en abundancia a la
mostra. Les construccions Lie vuit i de nou
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FIcuHn 10. Frequencies de triplets hidrotilics que es troben en les regions corresponents a helices a obtingudes a partir de di-
fcrents agrupacions : A: G I (Arg i Lysl: B: G2 (Asp i Glu): C: G I +G2; D: subnu> tius cspecifics I -2-5 per a totes Ics combi-
nacions de G 1 i GZ; !(: submotius cspecifics 1-4-5 per a totes les combinacions de G 1 i G2; F: G3 (Asn i Gln); G: G4 (Ser i
Thr); f 1: G3 -G4; I: submotius cspecifics I -2-5 per a totes les combinacions de G3 i G4; i J: submotius cspecifics I -4-5 per a
totes Ics combinacions de (i3 i G4. Les linies continues mostren la probabilitat estadistica (valor mitja) de trobar un determi-
nat triplet. Per la seva part, cls doff opus de linies discontinues denser i espaiades indiquen els llindars do la desviac ^i
cstandard curresponents a ,^ i acs respectivament. Els modus equivalents es representen amb el mateix simbol : I-2-3, ^-3^ 1
i 3-4-5 per I -?-4 i 2-3-^ per ^; I -3-4 i 2-4 - 5 per ^. Pel que fa a la recta de modus, I -2-5, I -4-5 i I -3-5, es representen per ^.
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Fi^^i is ^ I ^.:1 i L3: Ilcyiicncir. c,tu^liaiyur^ c^^nc^^umcnts als octapc^^iids: (^ cs^^iral, do Ic, hrliccs correspunents a nuxiu,,
d'uchtpcpti^is yue combincn residus polars (P GI •G? ^(j3r(i^}) (circumfcrcnciu plena) i apulan (II G^ (ibl (circmn-
fcrcncia buida). Es podria crcar un scgon conjunt do yuatrc cspirals hclicojdals si cls ccrcles buns rcprescntcssin P i cls plcns
f I. Per tul de facilitar la comprensio , rota cada espiral hclico5dal hi ha un esqucma lineal amb la corresponent sequcncia do re-
sidus polars i apolars.
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residus, diferents de les que corresponen a
aquesta roda, son escassament representats
al si de la mostra. Aquests resultats perme-
ten d'aprofundir en les raons de I'existencia
d'una disposicio binaria a les helices a.
e) Conclusions
Seria bo que les disposicions binaries for-
mulades en aquest treball es tinguessin en
compte a l'hora de proposar un disseny d'he-
lices. Les regles P i f i poden ser de gran ajut
per al disseny d'una cadena polipeptidica
que, en principi, hauria d'adquirir com a es-
tructura secundaria una helice a. No obstant
aixo, no hi ha cap dubte que en un futur cal
formular altres regles mes refinades o especi-
fiques, quan puguin considerar-se interac-
cions a mitja i a Ilarg termini. Aquest es el
proposit d'una part del treball que es d u a ter-
me actualment at nostre grup. Ara be, encara
cal esperar algun temps per tal defer un esca-
latestadistic de I'analisi de triplets. A mes, els
resultats sobre disposicions binaries d'oc-
tapeptids i nonapeptids voregen els limits de
la validacio estadistica, fet que mena a reco-
rrer a agrupaments de residus polars i no po-
lars. En la major part dels casos, la ciencia de
prote'ines esta basada en el coneixernent i, per
tant, cal esperar que es produeixi una expan-
sio del bane de dales Brookhaven PDB,
abans de poder estudiar disposicions basa-
des nomes en residus d'aminoacid singulars.
Angles diedres de les cadenes laterals:
rotamers globalitzats i rotamers
diferenciats per estructures secundaries
Antecedents h ist6rics i objectius de filtur
a) Prolegomens sobre I' analisi estructural
de cadenes laterals en protetnes
Des de la meitat de la decada de 1960
(Ramachandran i Lakshminarayanan, 1966;
Ramachandran of al., 1966), molts autors
han mostrat interes per estudiar la confor-
macio de les cadenes laterals dels aminoa-
cids en les protetnes naturals i els factors
que governen aquesta conformacio. Fruit
d'aquest interes, els cientifics del Centre
d'Estudis Avancats en Biofisica de la Uni-
versitat de Madras (India) van publicar du-
rant les decades de 1960 i de 1970 una exten-
sa serie d ' articles amb el titol generic de Stu-
dies on the conformation of amino acids. A
causa de la manca de protetnes cristal.litza-
des, en els primers treballs van emprar-se
derivats d'aminoacids o peptids curts (Ra-
machandran i Lakshminarayanan, 1966;
Ramachandran of al., 1966; Sasisekharan i
Ponnuswamy , 1970 ; Ponnuswamy i Sasi-
sekharan,1970a, 6).
A principis de la decada de 1970, apro-
fitant que ja es coneixien les estructures
cristal-lografiques de tres protetnes (mio-
globina, tosil-(t-quimotripsina i lisozima),
Chandrasekaran i Ramachandran (1970) i
Lipkind i Popov (1971) van fer estudis equi-
valents emprant les coordenades d'aquestes
estructures . En general, els resultats confir-
maven els que s'havien obtingut anterior-
ment per a peptids curts i molecules deri-
vades d'aminoacids . Les conclusions mes
importants que Chandrasekaran i Rama-
chandran ( 1970) i Lipkind i Popov (1971)
van treure foren , d'una banda, l ' existencia
d'una relacio estreta entre les conforma-
cions de les cadenes principal i lateral i, d'al-
tra banda, la tendencia que tenon els angles
diedres successius de la cadena lateral a
prendre valors at voltant de 60°, 180° o -60°
(per als casos en que els atoms que perta-
nven a la segona i a la tercera posicio del die-
dre tenon una coordinacio tetraedrica). La
nomenclatura ernprada usualment segueix
les recomanacions de la Comissio de No-
menclatura Bioquimica de la IUPAC-IUB
(1970 ), en que, si I'angle diedre val at voltant
de 60°, 180° o -60°, les conformations son
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anomenades gauche menys (g-), trans (t) o
gauche mes (g+), respectivament. A partir de
Lipkind i Popov (1971), s'empra el terme
retailer coin a sinonim de <<conformer de la
cadena lateral" en proteines. Ponder i Ri-
chards (1987) van popularitzar aquest terme
entre la cornunitat estructuralista, ja que el
van associar a una poblacio de residus d'un
mateix aminoacid en el si de les proteines la
cadena lateral dels quals adopta una matei-
xa disposicio espacial (i, per tant, la mateixa
conformacio en cadascun dels diferents an-
gles diedres X). En l'actualitat, el concepte
de retainer esta totalment acceptat, tot i que
han aparegut algunes veus discrepants que
creuen que es tracta d'una definicio massa
estricta que no reflecteix el 100`%, de les si-
tuations reals en clue es troben les cadenes
laterals dels aminoacids en les proteines
(Schrauber et al., 1993).
Determinats estudis realitzats a princi-
pis de la decada de 1970 (Ponnuswarny i
Sasisekharan, 1970a, b; Sasisekharan i Pon-
nuswamy, 1971; Chandrasekaran i Rarna-
chandran, 1970) van detectar una depen-
dencia forta entre les conformacions dels
atoms on posicio y i els valors dels angles i
`I' del residu. Va caldre esperar gairebe un
quart de segle fins que Dunbrack i Karplus
(1994) van trobar una explicacio prou satis-
factoria a aquest comportament. Aquests
autors van assimilar, per a les cadenes po-
lipeptidiques, dos impediments esterics
-que defineixen els efectes buta i simpenta-,
propis de l'estereoquimica dels hidrocar-
burs, els quals expliquen no solament la in-
fluencia de (I) i IF sobre X,, sine tambe de X
sobre X En general, els residus d'aminoa
cid tendeixen a evitar aquelles combina-
cions de conformacions que puguin produir
una interaccio en que la distancia entre el
primer atom del primer diedre i el darrer
atom del segon diedre es minima i, per tant,
la repulsio entre ells es maxima. En aquests
casos es produeix l'efecte simpenta en que
dos angles diedres consecutius adopten una
conformacio gauche de signe oposat. En es-
tudiar la influencia mutua entre les con-
formacions de les cadenes laterals i de la
cadena principal, l'efecte simpenta es tra-
dueix on unes preferencies per a certs valors
de X, on funcio de la zona del diagrama
de Ramachandran on es troba el residu. A
mes, les cadenes laterals tambe es veuen in-
fluides per les caracteristiques propies del
tipus d'estructura secundaria on es troben.
L'exemple mes notable d'aquest tipus d'in-
fluencia es produeix en les helices u. com a
resultat de ]a presencia del pont d'hidrogen
entre O i N-H,,, (McGregor et al., 1987; Piela
et al., 1987; Blaber et al., 1994). En aquest cas,
la presencia d'una unio no covalent -el pont
d'hidrogen- produeix una disminucio dras-
tica dels retainers amb un atom Lie carboni on
posicio y i conformacio g , la qual cosa evita
possibles impediments esterics.
b) Analisi estadistica de 1'estructura de
cadenes laterals: biblioteques de retainers
Aprofitant ]'augment continuat d'es-
tructures dipositades on el Brookhaven Pro-
tein Data Bank (BPDB), diferents autors han
realitzat analisis estadistiques sobre la
frequencia de cada rehnner (Janin et at.,
1978; Bhat et al., 1979; Benedetti et al., 1983;
James i Sielecki, 1983; Grav i Matthews,
1984; Ponder i Richards, 1987; McGregor
et al., 1987; Tuffery et al., 1991; Dunbrack,
1993; Dunbrack i Karplus, 1993; Blaber et (71.,
1994; Dunbrack i Cohen, 1997). Normal-
ment, les dades estadistiques s'organitzen
en forma de biblioteca de retainers, seguint
la pauta proposada per Ponder i Richards
(1987) que consisteix en una gran taula amb
tots els retainers que s'han trobat per a cada
aminoacid i les seves caracteristiques (nom-
bre i percentatge de residus quo correspo-
nen a un retainer, i valor mitja i desviacio
estandard dels diferents angles diedres y,
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que resulten de la distribucio dels diferents
rotamers).
Actualment, la majoria d'articles que es
publiquen sobre rotamers incideixen en els
aspectes segiients: a) us en el modelatge i
prediccio de noves estructures (vegeu les
revisions de Vasquez, 1995, 1996); b) paper
en la termodinainica del plegament de les
proteines (Pickett i Sternberg, 1993; Stern-
berg i Chickos, 1994; Doig i Sternberg, 1995;
Doig, 1996; Stapley i Doig, 1997); c) compa-
racio de la distribucio estadfstica dels rota-
mers en les proteines i els resultats teorics
obtinguts en utilitzar funcions de potencial
(Naveem i Scheraga, 1994); i (1) analisi es-
tadistica de Bayes sobre distribucio dels
rotamers en proteines (Dunbrack i Cohen,
1997).
c) Objectius de recerca sobre biblioteques
de rotamers a la Unitat de Biotecnologia
Computacional del Departarnent de
Bioquimica i Biotecnologia (URV)
L'espectacular augment d'estructures de
proteines dipositades en el BPDB fa que
avui dia es puguin obtenir biblioteques de
rotamers molt mes precises que les que es
van descriure inicialment (Ponder i Ri-
chards, 1987; McGregor et al., 1987; Tufferv
et 171., 1991). En aquest sentit, diversos autors
han proposat biblioteques mes actualitza-
des (Dunbrack, 1993; Dunbrack i Karplus,
1993; Blaber et 171., 1994; Dunbrack, 1996 i,
mes recentment, Dunbrack, 1997). Les bi-
blioteques de rotamers no publicades obtin-
gudes be d'Internet o be de 1'experimenta-
ci6 que s'esmenta en aquesta revisio estan
indicades amb el nom o noms dels autors se-
guit pel simbol ,/,, i 1'any de creacio. No
obstant aixo, les mes utilitzades continuen
sent, tot i les seves evidents limitacions, les
proposades per Ponder i Richards (1987) i
Tuffery et al. (1991) (vegeu taula v). Per tant,
un dels objectius del nostre treball sobre
rotamers ha consistit a establir una compara-
cio valorativa de les biblioteques de rotamers
existents per tat de validar la qualitat de ca-
dascuna (Pujadas i Palau, 1998).
Paral•lelament, s'han desenvolupat dos
conjunts de biblioteques de rotamers que s'a-
nomenen Pujadas-Palau/1994 i Pujadas-Pa-
lau/1996 respectivament, i que tambe s'han
incios dins l'estudi comparatiu que s'acaba
d'esmentar (fent-les participar en totes les
comparacions creuades possibles amb la
resta de biblioteques equivalents). Els dos
conjunts de biblioteques de rotamers s'han
obtingut emprant els mateixos programes i
criteris, i 1'6nica diferencia es que s'han pre-
parat a partir de la mostra de proteines dis-
ponibles, en un cas al mare de 1994, i en l'al-
tre al novembre de 1996. Les proteines que
han constituit les dues mostres corresponen
a estructures obtingudes per difraccio de
raigs-X amb una resolucio i un factor de refi-
nament corn a minim de 2,5A i 0,200A, res-
pectivament. L'homologia maxima perme-
sa entre les estructures d'una mateixa mos-
tra ha estat del 35% (f iobohm et al., 1992).
Un segon objectiu ha estat l'obtencio i la va-
lidacio d'una biblioteca de rotamers especifi-
ca per a cadascun dels quatre tipus d'estruc-
turacio secundaria (helice (x, tira (3, gir i lla4).
Tambe es discuteix corn es reflecteix I'efecte
simpenta en aquestes biblioteques de rota-
mers que depenen de I'estructuracio se-
cundaria.
Res)lltats i discussi(i
a) Les biblioteques de valors mitjans de
rotamers publicades abans del 1993 no
haurien de ser utilitzades
La major part de les biblioteques de ro-
himers que s'han publicat fins ara (Ponder i
Richards, 1987; McGregor et al., 1987; Tuf-
ferv et al., 1991; Dunbrack, 1993; Dunbrack
i Karplus, 1993; Blaber et al., 1994; Dun-
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Brack/1996; Dunbrack/1997) son bibliote-
ques de retainers mitjans obtingudes a partir
d'estructures 3-D globals (es a dir, per obten-
ci6 dels valors mitjans dels diferents para-
metres sense fer cap distinci6 pel que fa als
diferents tipus d'estructures secundaries).
Fins ara no s'havia valorat el grau de si-
militud que existeix entre les biblioteques
publicades. Aquest va ser un primer objec-
tiu que ens vam marcar. Per tal de simplifi-
car el proces de comparaci6 per diferencia i
evitar que aquestes diferencies fossin errati-
ques (fruit d'un excessiu esmicolament de la
mostra), les comparacions es van realitzar a
partir de rotamers basats nomes en X, (o rota-
niers X). Aquests rotamers s6n els que s'ob-
tindrien si els residus s'haguessin distribuTt
emprant unicament les conformacions de
X. Els parametres de X, utilitzats en les com-
paracions van ser: a) la proporci6 de residus
en el retainer; b) el valor mitja de X,; i c) la
desviaci6 estandard de X1. Els metodes es-
tadistics seguits es detallen en el treball ori-
ginal (Pujadas i Palau, 1998). Com a resultat
de les diferents comparacions creuades en-
tre les biblioteques globals (en que tambe
participen les biblioteques equivalents que
pertanven a Pujadas-Palau/1994 i Pujadas-
Palau/1996), s'ha observat que les bibliote-
ques desenvolupades abans de l'any 1993
(Ponder i Richards, 1987; McGregor et al.,
1987; Tuffery et al., 1991) presenten -al mar-
ge del parametre comparat- grans diferen-
cies en totes les comparacions en que parti-
cipen. Pei que fa a les publicades o presents
en els banes de determinats laboratoris des
del 1993 (Dunbrack, 1993; Dunbrack i Kar-
plus, 1993; Blaber et al., 1994; Pujadas-
Palau/1994; Dunbrack/1996; Pujadas-Pa-
lau/1996; Dunbrack/1997), es constata una
gran semblanca entre elles. Per tant, es pot
concloure que s'ha d'evitar utilitzar cap de
les biblioteques desenvolupades abans del
1993, mentre que les posteriors poden ser
considerades equivalents. Tanmateix, es re-
comanable utilitzar les biblioteques mes re-
cents.
b) Es necessiten biblioteques de rotamers
especifiques per a cada tipus d'estructura
secundaria?
En els darrers ant's, alguns autors han
assenyalat que seria aconsellable utilitzar
biblioteques de rotamers que reflectissin la
influencia de 1'entorn en la conformaci6 de
la cadena lateral. En general, si es cornpara
amb els resultats que s'obtenen en utilitzar
una biblioteca global, es pensa que el seu us
representaria una millora important en la
predicci6 de rotamers.
Els estudis desenvolupats per Dunbrack
i Karplus sobre la influencia de la cadena
principal en la conformaci6 de la cadena la-
teral (Dunbrack, 1993; Dunbrack i Karplus,
1994) van dur-los a dividir el diagrama de
Ramachandran en blocs de 20 x 20° i a de-
senvolupar, per a cada un, una biblioteca de
retainers (Dunbrack i Karplus, 1993). Les se-
ves biblioteques no poden considerar-se to-
talment dependents de l'estructura se-
cundaria perque els residus que formen
part dels llacos o dels girs es troben en el
diagrama de Ramachandran a les arees co-
rresponents a helices o. i tires fl. Un altre pro-
cediment que s'ha emprat per tal de millo-
rar la qualitat dels metodes de predicci6 es
el seguit per Chinea et al. (1995), que han uti-
litzat retainers especifics en comptes de glo-
bals a l'hora de fer modelatge per homolo-
gia. Mes recentment, Ogata i Umeyama
(1997) han incorporat la informaci6 sobre
l'entorn estructural de les cadenes laterals
en forma d'uns vectors. Aquests vectors
s'han obtingut a partir de ]'analisi d'estruc-
tures resoltes per raigs-X mitjancant el me-
tode estadistic dels components principals i
representen la variancia de les posicions
dels atoms de ]a cadena principal que es tro-
ben al voltant de les cadenes laterals. Altres
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aproximacions, mes relacionades propia-
ment amb 1'estructura secundaria , son les
desenvolupades per McGregor et al. (1987),
Blaber et al. (1994 ) i la que s ' empra en aquest
treball.
En l'actualitat, el desenvolupament de
biblioteques de retainers especifiques per a
helices, tires (3, girs i llacos pot servir per cor-
relacionar les propensions de conformacio
amb l'estructura secundaria. Aquestes bi-
blioteques poden ser de gran utilitat a 1'hora
d'assolir diferents objectius: a) determinar
amb mes precisio la presencia de possibles
errors en les cadenes laterals (retainers
infrequents o desviacions importants d'al-
gun dels angles diedres X respecte dels seus
valors canonics); h) estudiar com afecta 1'en-
zim el proces de formacio del complex en-
zim/substrat o enzim / inhibidor i analitzar
els canvis de conformacio que es produei-
xen (Pujadas i Palau , 1997); i c) avaluar mit-
jancant el modelatge les possibles interac-
cions que es produiran quan es mutin uns
determinats residus. En general , la majoria
de metodes per modelar o predir la cadena
lateral que es presenten a la taula v poden
ser facilment adaptats per tal que utilitzin
aquestes biblioteques de rotainners mes es-
pecifiques.
c) Les biblioteques de retainers que s'han
publicat fins ara per a les helices i les tires (3
no son de qualitat prou bona
Fins avui dia, les uniques biblioteques de
retainers obtingudes a partir de segments
d'estructures secundaries han estat les des-
crites per McGregor et al. (1987) (helices i ti-
res (3) i per Blaber et al. (1994) (helices). En el
cas de les helices, ambdos grups han estu-
diat com es distribueixen , entre els diferents
rotarners, els residus compresos entre les po-
sicions N4 i C4 de ]a cadena polipeptidica,
mentre que en el cas de les tires (3, es van es-
tudiar els compresos entre N3 i C3. Per tal
de comprovar si els resultats d'aquestes bi-
blioteques son estables i de quantificar-ne
el grau de similitud, s'ha emprat el matcix
metode de validacio que l'utilitzat per a les
biblioteques de retainers globals. Aquest
metode, basat en la comparacio dell para-
metres corresponents a retainers de X, s'ha
mostrat molt apropiat per comparar resul-
tats provinents de diferents biblioteques. Es
van afegir a la comparacio les biblioteques
Pujadas-Palau/1996 i Pujadas-Palau/1994
que, en aquest cas, corresponen als mateixos
segments d'estructura secundaria estudiats
per McGregor et al. (1987) i per Blaber et al.
(1994). Els resultats obtinguts en fer totes les
comparacions creuades indiquen que cap
de les dues biblioteques publicades no pre-
senta valors que es puguin considerar prou
estables i, per tant , no se'n pot recomanar
]'us. Els resultats de la comparaciO estan re-
collits amb tot detail a Pujadas i Palau
(1998).
d) Per a cada residu d'aminoacid, hi ha
diferencies significatives entre els
parametres que presenta un retainer en una
mostra global i els que presenta en cada
tipus d'estructura secundaria?
La disponibilitat de biblioteques de rota-
rners especifiques per als diferents tipus d'es-
tructures secundaries unicament tc sentit si
es demostra que la informacio que aporten cs
clarament diferent de la que s'obte a partir de
les biblioteques globals. En principi, a causa
de la seva proximitat a la cadena principal,
Tangle diedre X, es el que Ines es pot veure
afectat pe] tipus d'estructura secundaria en
el qual esta inserit. En consequencia, cal es-
perar que els parametres corresponent, a
retainers basats en X, siguin els mes sensibles
a presentar diferencies respecte als valors
adoptats en les biblioteques de retainers glo-
bals. No obstant aixo, abans de fer la compa-
racio entre les biblioteques especifiques i la
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TAULA V. Relacio de biblioteques de rotumc ' rc emprades pels programes de modelatge i predicei6 de la conformaei6 de les
cadenes laterals
Ponder & Richards (1987) McGregor et al. (1987) Tuffery it al. (1991) Desmet et al. (1992)
Tutierv et at. (1997) Desjarlais & I landel (1995) buttery it al. (1997) De Maever it at, (1997)
Dahivat & Mavo (1996) Desjarlais & Handel (1995) Laster,, et al. (1995)
Nakamura it al. (1996) Keller et al. (1995) Goldstein (1994)
Shenkin et al. (1996) Koehl & Delarue (1995) Leach (1994)
Castonguay et a!. (1995) Selvaggini it at. (1995) Tanimura et al. (1994)
Harbury et al. (1995) Cregut et al. (1994)
Desmet et a!. (1994) Goldstein (1994)
Hsieh et al. (1994) Koehl & Delarue (1994)
Kono & Doi (1994) Tufferv it at. (1994)
"l anaka et al. (1994) Van Gelder et al. (1994)
Tanimura et at. (1994)
Dunbrack & Karplus (1993 ) Tuffery (1995 ) Dunbrack (1996)
lyer & Vishveshwara (1996 ) Tuffery et at. (1997) Bower et al . (1997)
La taula mostra les biblioteques de rotarners que han emprat diversos autors a I'hora de modelar o predir la coil f'()nlllci6 de
les cadenes laterals d'una estructura. Unicament s'indiquen articles publicats des de 1994. La hiblioteca de Desmet of al.
(1992) esta basada en lade Ponder i Richards (1987).
global, cal assegurar-se que els parametres
de X, siguin estables en tots els casos. La pro-
va d'estabilitat (validacio) s'ha fet per com-
paraci6 dels valors d'un mateix parametre i
rotomer en dues biblioteques diferents (una
construida amb la mostra del 1996 i l'altra,
amb la del 1994). Els resultats obtinguts indi-
quen que -a excepciO de la biblioteca per als
girs- tota la resta de biblioteques (per a heli-
ces, tires [i i Ilacos) presenten valors estables
per als parametres corresponents a rotarners
de X, i, per tant, poden utilitzar-seen lescom-
paracions amb la global o mitjana (que
tambe presenta parametres estables). Els re-
sultats obtinguts en comparar els parame-
tres corresponents als rohinlers de X, en les he-
lices, tires 13 i llacos, respecte a valors
equivalents en la biblioteca global, es poden
observar a la figura 13A. Tamnateix, les des-
viacions mes importants, sobretot per a les
helices, corresponen als percentatges i en
menor mesura al valor mitja i a la desviacio
estandard de X, Pel que fa als girl, el fet que
els parametres per als sous rotonlers de X, no
siguin estables fa que les diferencies que pre-
senta respecte als valors de la hiblioteca glo-
bal (vegeu figura 13B) hagin de considerar-
se amb reserves. En conclusi6, es pot dir que
la utilitzacio de biblioteques de rotarners es-
pecifiques per a cada tipus d'estructura se-
cundaria esta plenament justificada en el cas
de les helices, tires (3 i llacos per dues raons:
a) presenten pararnetres de X, estables; i h) els
seus valors son diferents dels que es troben
en una biblioteca global de rota iners de X,.
e) Construccio i validaciO d'una hiblioteca
de rotdmers per a cadascun dels quatre tipus
d'estructura secundaria
Els antecedents que hem esmentat justi-
fiquen plenament I'elaboraci6 d'una biblio-
teca de rotarners per a cadascun Gels quatre
tipus d'estructura secundaria. Aquestes bi-
blioteques s'obtenen considerant tots els
angles diedres que defineixen la conforma-
ci6 de la cadena lateral cons una entitat Oni-
ca (X, per Asn, Asp, Cys, Phe, Ser, Thr, Tvr i
Val; des de X, fins a X, per Gin, Glu, His, Ile,
Leu i Trp; des de X, fins a X, per Arg i Met; i
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des de X, fins a X, per Lys). Els rotrrmers ob-
tinguts poden considerar-se ,rotnme'rs com-
plets,,, en contraposicio als rotnmers de X,
emprats fins ara. Cal remarcar que les dis-
tribucions d'alguns angles diedres no pre-
senten pies ben separats (X, per Asn i Asp,
X, per Gln i Glu i X, per Arg) i no s'han con-
siderat a l'hora de definir els corresponents
roti viers. Les diferents biblioteques (X/Pu-
jadas-Palau, on X es H, B, T i C en el cas de
les helices, tires (3, girs i llacos respectiva-
ment) s'han obtingut a partir de la mostra
del 1996 i posteriorment han estat validades
per comparacio amb les biblioteques equi-
valents construides amb la mostra del 1994.
El metode emprat en les comparacions es
equivalent a l'utilitzat en les seccions pre-
vies. L'unica diferencia en aquest cas es que
l'estabilitat dels valors mitjans i dels de les
desviacions estandard s'ha hagut d'avaluar
per a tots els angles diedres X emprats en la
definicio del corresponent rotor cr (i no uni-
cament per a X, com fins ara). Cal assenya-
lar que, tot i que la mostra de residus es tro-
ba molt esmicolada, la gran majoria de
rot^rrners quantitativament importants (amb
una proporcio en la mostra com a minim
del 5%) presenten una elevada estabilitat en
tots els parametres. Constitueix una excep-
cio la biblioteca corresponent als girs, tal
com ja s'ha indicat. En conclusi6, les biblio-
teques per a les helices, les tires (3 i els llacos
que s'han obtingut a partir de la mostra del
1996 son altament recomanables per al mo-
delatge i la prediccio de les cadenes laterals
en les estructures secundaries. Aquestes bi-
blioteques es poden consultar a I'apendix
de Pujadas i Palau (1998).
f) L'efecte simpenta a les biblioteques per a
helices , tires (3 i llacos
cipal i de les cadenes laterals podia ser des-
crita satisfact6riament mitjancant les repul-
sions esteriques anomenades efectes « buta»
i « simpenta». L'efecte simpenta, que es el
rues important dels dos des d'un punt de
vista energetic, no afecta unicament les in-
teraccions entre (D/X, i `P/X, sino que tambe
s'esten a] Ilarg de la cadena lateral i, per
tant, determina quins parells de conforma-
cions de y, i X,,, estan permeses o no. Dun-
brack i Karplus (1994), i mes recentment
Dunbrack i Cohen (1997), han quantificat la
proporcio de rotamers relacionats amb l'e-
fecte simpenta en les seves biblioteques
globals. Si es comparen els sews percentat-
ges amb els de les biblioteques de Pujadas-
Palau/1996 per helices, tires 0 i llacos, s'a-
rriba a les conclusions segiients: a) els
rotdmers que a priori estan vinculats amb 1'e-
fecte simpenta no son quantitativament irn-
portants en cap de les biblioteques; b) els
percentatges que corresponen a aquests
rotamers son sempre del mateix ordre amb
independencia de la biblioteca considera-
da; c) els angles diedres de la seva cadena
lateral pateixen fortes desviacions, tant po-
sitives com negatives, respecte als valors
can6nics; i d) les interaccions que produei-
xen I'efecte simpenta entre X, i X, no son
unicament independents de i de P, sino
tambe de l'estructura secundaria.
Anatomia d 'una transicio conformacional
que afecta la tira (36 de la 13-amilasa de soja
produida per la unio del substrat (o
l'inhibidor) al centre actiu
La comparacio de les estructures corresponent^
als cornplexos de in /3-amilasa de soja amb in de
1'enzim Iliure revela in presencia d'un canvi
conformacional en in tira /36
Dunbrack i Karplus van demostrar els
anys 1993 i 1994 que la dependencia mdtua
entre les conformacions de ]a cadena prin-
La superposici6 de les coordenades co-
rresponents a les cinc estructures conegu-
des de (3-amilasa de soja (Mikami et al., 1993;
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Mikarni et al., 1994) ha permes detectar un
nou canvi o transicio conformacional que
afecta tres residus de la tira (36 (el segment
341FTC343). Aquesta transici6, que com-
porta un desplacament de la cadena princi-
pal cap a l'interior de ]a part C-terminal del
barril, afecta d'igual forma els complexos
enzim-substrat i enzim-inhibidor. Paral.le-
lament, les cadenes laterals de tots tres resi-
dus experimenten canvis de conformacio
que s6n especialment significatius en el cas
de la Thr342 i la Cys343. Si se situa ]a transi-
ci6 dins del context de les caracteristiques
que darrerament s'han descobert de la
j3-amilasa (Pujadas et al., 1996), cal dir que el
segment 341FTC343 forma part d'un frag-
ment de sequencia altament conservada
(motiu). Aquest motiu es troba a la interfase
entre (36 i L6 i conjuntament amb altres mo-
tius, constitueix l'empremta de la (3-amilasa.
Andlisi de la qualitat cristal.l 'rlifica del
segment afectat per la transicio conformational
(341 FTC343)
El canvi de conformacio descrit a l'apar-
tat anterior podria ser un artefacte expe-
rimental que no hagues estat previament
detectat pels cristal.lografs (Mikami et al.,
1993; Mikami et al., 1994). Per tant, es conve-
nient comprovar quina es la qualitat global
de totes les estructures i, en particular, del
segment 341 FTC343. Amb aquest objectiu,
les cinc estructures van ser analitzades
mitjancant el paquet Biotech Validation Sui-
te for Protein Structures (http://biotech.
embl-ebi.ac.uk:8400/; Vriend, 1990; Las-
kowski et al., 1993; Wodak et al., 1995). El
conjunt de programes que integren aquest
paquet ha estat dissenyat per tal de detectar
aquells errors que mes facilment poden ser
comesos pels cristal•16grafs durant el pro-
ces d'assignacio de coordenades al mapa de
densitat electronica. L'analisi realitzada en
tots els casos amb la totalitat de les cinc es-
tructures i dels resultats obtinguts no supo-
sa que el segment 341FTC343 presenti
errors significatius. La conclusio que se
n'extreu es que la transicio observada ha de
considerar-se com un fenomen associat a la
uni6 del lligand a l'enzim i, per tant, resta
lliure de qualsevol sospita experimental
(Pujadas i Palau, 1997).
La transicio comporta cant'is, Milt cstructurals
corn d'energia potencial, que permeten que el
fragnientassoleixi una corlfonnacio ruts estable.
lnrplicacions d'aquesta estabilitzacio
Si s'analitzen els angles diedres ^ i y dels
residus que constitueixen la tira (36, s'obser-
va que els quatre residus que precedeixen el
segment 341FTC343 mantenen en totes les
estructures el seu posicionament dins del
diagrama de Ramachandran . Aquesta situa-
ci6, per6, noes reprodueix en el cas dels resi-
dus 341 -343 (vegeu figura 14 ). En el cas de les
cadenes laterals, s'observen transicions con-
formacionals que, en la Thr342 i la Cys343,
van acompanyades de canvis de rotnmer (ve-
geu figura 15, annex 3 ). Tant els retainers com
les positions dins del diagrama de Rama-
chandran corresponents als complexos son
mes frequents en les tires (3 que no pas en les
pr6pies de l'enzim lliure . Aix6 es tradueix en
una disminucio en l'energia potencial dels
complexos respecte a la corresponent amb
1'enzim lliure . Per tant , es pot concloure que,
en comparacio de ]'enzim Iliure, la confor-
macio del segment 341 FTC343 en els corn-
plexos es molt mes estable , tant des del punt
de vista estructural com energetic.
a) La « metaestabilitat» de conformaci6 del
segment en ]'enzim lliure pot afavorir la
unio dels lligands i l'activitat catalitica
posterior
Herzberg i Moult (1991) han descrit que
alguns enzims necessiten una certa «ines-
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Fic^tNn 13. ('umparaci6 enve cis parametres de X^ (proporci6, valor mitja i desviacio estandard) corresponents a Ies bibliote-
ques XiPujadas-Palaui 1996 i els valors equivalents a AV/Pujadas-Palau/1996 («X» es uH», « B» , «C» o aT» en Ies helices,
tires (3, IlaFos i girs). I:n tots cis casos, els parametres emprats en Ies comparacions s'han obtingut a partir de biblioteques ba-
sades en X^. La figura mostra Ies ditirencies entre els valors dell parametres de X^ corresponents a un mateix roti+me^^ en Ies
biblioteques f I! 1996, f3/ 1996, C/ 1996 (figura 13A) i T/1996 (figura 138) respecte a AV/ 1996 (el valor que s'ha restat pcrtauy
en tots cis casos a lu biblioteca mitjuna). Les columnes blanyues, prises i negres indiquen diferencies en els parametres co-
rresponents als rotlimrr.^^ t,,>;+ i ^ respectivament.
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tabilitat'> localitzada en zones properes al
centre actiu, cosy que facilita I'activitat ca-
talitica o la uni6 al Iligand. Aquestes « ines-
tabilitats estructurals>> -validades pel fet
que s'han determinat a resoluci6 molt eleva-
da- corresponen, per regla general, a zones
conflictives dins del diagrama de Rama-
chandran. Segons Herzberg i Moult (1991),
les tensions a que es troben sotmesos
aquests residus serien consequencia de la
mateixa distribuci6 dels grups funcionals
que participen en el mecanisme catalitic o
en la uni6 del lligand. A mes, en cis darrers
anys, Shoichet at al. (1995) han formulat la
hipotesi de funciu-estabilitat que reforca les
conclusions obtingudes per Herzberg i
Moult (1991). Aquesta hipotesi postula que
hi ha d'haver un balan4 entre I'estabilitat i ]a
funcionalitat d'un enzim, es a dir, que una
inestabilitat extra en el centre actiu maximit-
zara la funcionalitat de I'enzim (sempre que
no afecti de forma significativa 1'estructura
global). Per tant, cis canvis de posici6 dels
residus 'Thr342 i Cys343 en el diagrarna de
Ramachandran i la disminuci6 d'energia
potencial desprOs de la uni6 del Iligand po-
den ser interpretats com un nou exemple
que confirma els resultats i les hipotesis de
Herzberg i Moult (1991) i Shoichet at al.
(1995). En conclusio, el segment 341 FTC343
es trobaria en I'enzim Iliure en una posici6
metaestable disposat a canviar de confor-
maci6 just en el moment en clue el Iligand
s'uneix a I'enzirn.
h) Com a resultat de la transici6
conformacional, el residu Thr342 s'apropa
at substrat
Si s'analitza amb profunditat 1'estructu-
ra del segment 341 FTC343 a I'enzim iliure,
s'observa que hi ha una interacci6 molt forta
entre els tres residus que s'ocupa de mante-
nir el segment en I'estat metaestable descrit
anteriorment . En concret, I'anell aromatic
del residu Phe341 s'adapta sobre el pont
d'hidrogen fort existent entre el grup -SH
del residu Cys343 i l'oxigen del carbonil de
la cadena principal del residu Thr342. D'al-
tra banda, I'atom d'oxigen en posici6 y del
residu Thr342 forma un altre pont d'hidro-
gen, tot i que en aquest cas ho fa amb una
molecula d'aigua. Quan s'uneix el substrat,
totes aquestes interaccions es trenquen i Ila-
vors la transicio conformacional col-loca el
residu Thr342 molt a prop del substrat. En
aquesta nova posicio, els atoms d'oxigen i
nitrogen de la cadena principal i l'atom d'o-
xigen en posicio y del residu Thr342 esta-
bleixen ponts d'hidrogen (com a acceptors o
com a donadors) amb altres atoms que per-
tanyen al substrat, a molecules d'aigua o be
al mateix enzim.
El sc,c Brent 341 FTC343 actua dins del
mecanisme catalitic cons Si PS IIn ,pallet
Un cop descrita la transici6 conformacio-
nal, cal establir una hipotesi sobre la seva in-
tegracio dins del mecanisme catalitic. En
aquesta formulaci6, hi tenon un paper molt
important les dales d'activitat enzimatica
obtingudes a partir de sequencies amb muta-
cions en aquest segment. S'ha vist que el
fragment 341 FTC343 es troba conservat en la
gran majoria de les 21 segiiencies de (3-amila-
sa natives que es coneixen. L'Onica sequencia
,,discrepant,, correspon al Bacillus circulars
(codi GenBank: BCAMYB) amb una Ala en la
posicio equivalent at residu Cys343. Actual-
ment, pert, es desconeix quina es la reper-
cussi6 quantitativa d'aquesta mutaci6 es-
pontania en l'activitat catalitica (Siggens,
1987). En el cas dels mutants ohtinguts per
mutagenesi dirigida, sempre presenten una
reducci6 molt important de I'activitat en-
zimatica respecte a 1'enzim natiu. Per exem-
ple, mentre el mutant Cvs343Ser redueix la
seva activitat en dos ter4os (Totsuka at al.,
1994), la mutacio equivalent en la sequencia
l,'a J I'll, I(. (. I \L('10 IL I I I\1 (,I/"( / I1 1/11/,
de Bacillus palyn/yxa (Cys323S(-,r) ho fa en
quatre cinquenes parts (Uozumi et al., 1991).
Aquesta reduccio tan drastica de 1'activitat
indicaria que aquest residu Cys to un paper
clau en el mecanisme catalftic. S'ha fet una
hipotesi sobre la possible participacio del seu
grup tiol en la formacio d'un poet d'hidro-
gen que, en el cas de no ser-hi, provocaria
una alteracio de 1'estructura (Uozumi at al.,
1991) amb la corresponent disminucio d'acti-
vitat. En un altre estudi, Nomura at al. (1995)
han descrit que la Cys podia ser indispensa-
ble a 1'hora d'estabilitzar el residu Thr abans
que ho faci anib el substrat. Segons els matei-
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macio que involucri el segment 341FTC343
afavoriria 1'actuacio de la Thr dins del centre
actiu. Finalment, Totsuka i Fukazawa (1996)
han descrit 1'existencia d'una molecula d'ai-
gua que es troba unida mitjancant un pont
d'hidrogen al G1u380 i a la Thr342. Aqucsta
molecula d'aigua atacaria el carboni anorne-
ric del substrat, revertiria la seva configura-
cio i, finalment, produiria (3-maltosa. Per
tant, els canvis de en el segment
341FTC343 farien que actues com si fos un
gallet i afavoriria un mecanisme repetitiu de
vaive. El segment, doncs, tindria un paper
molt important com a iniciador de la catalisi





I u,i i< v 14- I)IaiLrama do IZ:unachandrun curN. spuncnl a1, residus 34I-34 3- Lc, p,^,iciun^ pi incipi do Li Ilclv:i tcn hlanc I in-
diquen cis valors dcls angle dicdres de la cadena principal en I'cnzim Iliurc (I I3Yn) (Phc 341: (1) 103,1 , 4' 179,3 ; I hr
342: (1) 143,4°, 'P = 160,1 °; C'ys 343: (ll 52,8°, 'P = 35.7°). Els punts finals ( en negre ) corresponen al valor mitja dcls
angles dicdres do la cadcna principal en cis complexos (I I3YB, I BYC, I BYD i I BTC) (Phe 341 : (1) - 89 ,5° f 3,2, 4'
120,6°+3,1; Thr 342: 6 - 77,9°±4,6,'P - 15,3°+5.5; Cys 343: - 148,5 °±4,3,'P - 124,8°t3,9).
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AGRAIMENTS
Cal assenyalar que tot el contingut d'a-
questa revisio cientifica correspon a treballs
de tesines o de tesis doctorals que estan pu-
blicats, a punt de publicar, acceptats amb
revisio o enviats a editorials de revistes de
factor d'impacte elevat (segons el ranquing
publicat a l'SCI Journal Citation Reports de
1995). Dos estudiants de doctorat han rebut
beques de la Generalitat de Catalunya (G.P.
i S. G-V.) i aquesta institucio ens va afavorir
amb una subvencio per adquirir un ordina-
dor Silicon Graphics Indigo' XZ. A mes de
les facilitats de treball a la nostra universitat,
generals per a tots els professors i alumnes,
aquests treballs no han rebut cap ajut insti-
tucional de les agencies estatals espanyoles.
Un de nosaltres, primer signant d'aquesta
revisio i membre academic de l'Organitza-
cio Europea de Biologia Molecular (EMBO),
ret homenatge -amb aquesta revisio- als
seus deixebles joves que, amb una sabata i
una espardenya, una gran dosi de voluntat i
molta imaginacio, han fet possible que a Ta-
rragona es desenvolupi la biotecnologia
computacional a nivells cotitzables pel que
fa als estandards internacionals. Tambe es
un goig i un honor per a ell (J. P.), com a ex-
president de la Societat Catalana de Biolo-
gic, presentar aquesta revisio cientifica als
Treballs de la Societat en el numero extraor-
dinari sobre biologia molecular estructural.
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